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11β-HSD2 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2
αENaC Subunidad alfa del canal epitelial de sodio
ACTH Hormona adrenocorticotropa
ADN Ácido desoxirribonucleico
AMPc Adenosín monofosfato cíclico
ARNm Ácido ribonucleico mensajero
AII Angiotensina II
ALDO Aldosterona
ANOVA Test estadístico de análisis de la varianza
ATP Adenosín trifosfato
βENaC Subunidad beta del canal epitelial de sodio
BSA Albúmina de suero bovino
[Ca2+]i Concentración intracelular de calcio
Cav1.2 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L
CaMKII Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2
CD68 Molécula de diferenciación 68 de macrófagos
CMLV Células de músculo liso vascular 
CTGF Factor de crecimiento de tejido conectivo
CYP11B2 Aldosterona sintasa
DAG Diacilglicerol
   
 
    
       
     
    
     
     
     
     
      
   
     
     
      
     
      
     
    
       
     
      
      
      
       
        
DHE Dihidroetidio
DMEM Medio de cultivo Dulbeco Eagle modificado
DOCA Acetato de desoxicorticosterona
DTT Ditiotreitol
EC Acoplamiento excitación-contracción
ECA Enzima convertidora de angiotensina
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético
ENaC Canal epitelial de sodio
eNOS Óxido nítrico sintasa endotelial
ESPIRO Espironolactona
ET Acoplamiento excitación-transcripción
ET1 Endotelina tipo 1
FBS Suero bovino fetal
FC Frecuencia cardíaca
FGFb Factor de crecimiento para fibroblastos básico
γENaC Subunidad gamma del canal epitelial de sodio
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa
H9c2 Línea celular de cardiomiocitos embrionarios de rata
HC Hipertrofia cardíaca
HDL Lipoproteína de alta densidad
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución
HTA Hipertensión arterial
IAM Infarto agudo de miocardio
IECA Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
   
 
    
    
       
    
      
      
     
      
   
     
     
     
       
        
     
       
     
     
         
        
         
      
     
      
IC Insuficiencia cardíaca
IFN Interferón
IGF1 Factor-1 de crecimiento similar a la insulina
IL Interleuquina
iNOS Óxido nítrico sintasa inducible
IP3 Inositol trifosfato
LDL Lipoproteína de baja densidad
Lpm Latidos por minuto
MAPK/ERK Quinasas activadas por mitógenos y señales extracelulares
MCP1 Proteína quimio-atrayente de monocitos tipo 1
MEC Matriz extracelular
MEF2 Factor estimulante de miocitos tipo 2
MMPs Metaloproteasas de matriz extracelular
[Na+]i Concentración intracelular de sodio
NaCl Cloruro sódico
NADPHox Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa
Na+/K+ ATPasa Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP
NCX1 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1
Nedd4-2 Precursor neuronal de células en desarrollo regulado a la baja4-2
NFAT Factor nuclear de células T activadas
NFκβ Factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B
NHE1 Intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1
NO Óxido nítrico
NOS Óxido nítrico sintasa
   
 
         
      
         
       
     
     
     
      
        
       
       
       
    
    
    
     
      
        
        
      
      
         
      
       
Nrf2 Factor de transcripción derivado de eritrocitos tipo 2
OPCs Proantocianidinas oligoméricas
oxCaMKII Forma oxidada de CaMKII en las metioninas 281 y 282
p22phox Subunidad p22phox de NADPHox
PA Presión arterial
PAD Presión arterial diastólica
PAS Presión arterial sistólica
PBS Tampón fosfato salino
PBST Tampón fosfato salino con tween-20
pCaMKII Forma fosforilada CaMKII en la treonina 286
PDFVI Presión diastólica final del ventrículo izquierdo
PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
PKA Proteína quinasa A
PKC Proteína quinasa C
PLC Fosfolipasa C
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
PNA Péptido natriurético auricular
pNedd4-2 Forma fosforilada de Nedd4-2 en la serina 436
PPAR Receptor activado por proliferadores de peroxisomas
PPCs Proantocianidinas poliméricas
PRC Peso relativo del corazón
PRO80 Extracto con proantocianidinas al 80% en riqueza
PRO Proantocianidinas puras
PSVI Presión sistólica del ventrículo izquierdo
   
 
    
      
      
     
     
      
      
    
    
     
     
     
    





RM Receptor de mineralocorticoides
ROMK Canal de potasio medular exterior renal
ROS Especies reactivas de oxígeno
SDS Dodecilsulfato sódico
SGK1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1
SOD1 Superóxido dismutasa tipo 1
SRAA Sistema renina-angiotensina-aldosterona
Src Proteína quinasa de sarcoma
TCC Túbulo colector cortical
TCD Túbulo contorneado distal
TGFβ Factor de crecimiento transformante beta
TNF Factor de necrosis tumoral 
TNFα Factor de necrosis tumoral tipo alfa
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3.2 Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP,
Na+/K+ ATPasa: subunidad α1 219
3.3 Intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1, NHE1 222
3.4 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Cav1.2: 
subunidad α1C 224
3.5 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1 226
3.6 Contenido de calcio cardíaco y auto-fosforilación y 
oxidación de la quinasa dependiente de
calcio-calmodulina tipo 2, CaMKII 231




































































































































































        
   
       
    
        
    
        
       
        
          
        
          
   
 
   
     
         







El exceso de aldosterona produce alteraciones cardíacas estructurales y 
funcionales a través de diversos mecanismos, tales como determinados cambios en la 
expresión de sus mediadores intracelulares y de transportadores iónicos. Un estudio
previo realizado por nuestro grupo de investigación demostró los efectos 
cardioprotectores de las proantocianidinas en ratas con hiperaldosteronismo. En dicho
estudio, el tratamiento con proantocianidinas disminuyó la expresión del SGK1, el 
principal mediador intracelular de la aldosterona, sugiriéndose así un posible efecto
antagonista del receptor de mineralocorticoides. Teniendo en cuenta que el SGK1
modula la acción de ciertos transportadores iónicos en el riñón y en el corazón en
respuesta a la aldosterona, y dados los efectos cardiacos de las proantocianidinas
mencionados anteriormente, se planteó estudiar los posibles efectos de éstas sobre la
expresión de mediadores intracelulares implicados en el transporte iónico de sodio,
potasio y calcio en el corazón de ratas con hiperaldosteronismo producido por la
administración crónica de aldosterona. 
MATERIAL Y MÉTODOS
Para realizar el estudio se utilizaron 32 ratas Wistar macho distribuidas en 4
grupos (n=8): CONTROL, ratas en condiciones normales; ALDO: ratas que recibieron






          
   
     
            
   
   
    
   
      
     
     
       
      
       
     
    
         
       
        
          
         






agua de bebida; PRO80: ratas tratadas con un extracto de arándano rojo al 80% de
riqueza en proantocianidinas (5mg/kg/día de extracto el agua de bebida) y 
ALDO+PRO80: ratas tratadas con aldosterona y proantocianidinas a las dosis 
mencionadas. El periodo experimental fue de 21 días, al final del cual se anestesió a los
animales y se cateterizó el ventrículo izquierdo para medir los siguientes parámetros:
presión arterial sistólica y diastólica (PAS, PAD), frecuencia cardíaca (FC), presión
sistólica máxima del ventrículo izquierdo (PSVI) y presión diastólica final del ventrículo
izquierdo (PDFVI). Tras sacrificar a los animales, se extrajeron los corazones y se valoró
el grado de hipertrofia cardíaca calculando el peso relativo del corazón (PRC), y se
evaluó el contenido cardíaco de colágeno y de calcio por técnicas histológicas. 
Asimismo, se determinó la expresión proteica mediante western blot de: marcadores
de fibrosis (CTGF), inflamación (TNFα, CD68 e iNOS), oxidación (subunidad p22phox de 
la NADPH oxidasa), transportadores iónicos (αENaC, βENaC, γENaC ROMK, subunidad
α1 de la Na+/K+ ATPasa, NHE1, NCX1, subunidad α1C del Cav1.2,), y mediadores 
implicados en la modulación de los transportadores (SGK1, Nedd4-2 y pNedd4-2,
CaMKII, oxCaMKII y pCaMKII). En estudios adicionales, se utilizaron cultivos de células
H9c2 procedentes de miocardio embrionario de rata que fueron estimuladas con
aldosterona (50nM), y se co-incubaron con proantocianidinas puras (10, 100 o
1000nM) o con el antagonista del receptor de mineralocorticoides, espironolactona
(10, 100 o 1000nM) durante 24 horas. En dichas células se valoró la supervivencia 
celular, la producción de anión superóxido y la expresión proteica por western blot del







         
        
       
        
           
     
       
          
        
      
     
     
           
          
    
   
     
        
       
      
           
     






En el grupo ALDO, los niveles de PAS, PAD, PSVI y PDFVI aumentaron respecto al
grupo CONTROL (p<0,05) y disminuyeron en el grupo ALDO+PRO80 en comparación
con el grupo ALDO (p<0,05). De igual manera, el PRC, el contenido de colágeno y la
expresión proteica del CTGF, CD68, TNFα, iNOS y p22phox en el corazón aumentaron
en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL (p<0,05), y disminuyeron en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO (p<0,05). Así mismo, la expresión proteica del
SGK1, γENaC, Nedd4-2 y los niveles de pNedd4-2 y pNedd4-2/Nedd4-2 aumentaron en
el grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL (p<0,05) y disminuyeron en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO (p<0,05). En el grupo ALDO aumentó la
expresión proteica del ROMK, NHE1, subunidad α1C del Cav1.2 y NCX1 comparado con
el grupo CONTROL (p<0,05), disminuyendo todas éstas en el grupo ALDO+PRO80
respecto al grupo ALDO (p<0,05). Por el contrario, la expresión proteica de la
subunidad α1 de la Na+/K+ ATPasa disminuyó en el grupo ALDO frente al grupo
CONTROL (p<0,05) y aumentó en el grupo ALDO+PRO80 comparado con el grupo ALDO
(p<0,05). La administración de aldosterona aumentó el contenido de calcio cardíaco,
así como los niveles de pCaMKII, oxCaMKII, pCaMKII/CaMKII y oxCaMKII/CaMKII
respecto al grupo CONTROL (p<0,05), mientras que en el grupo ALDO+PRO80
disminuyeron respecto al grupo ALDO (p<0,05) a excepción de oxCaMKII y
oxCaMKII/CaMKII. En células H9c2, la estimulación con aldosterona disminuyó la
supervivencia celular y aumentó la producción del anión superóxido y la expresión del
SGK1 y p22phox respecto al grupo CONTROL (p<0,05). Las proantocianidinas a dosis de
100 y 1000nM previnieron los efectos producidos por la aldosterona de manera similar







     
      
        
    
         
          
    
        
 
   















El tratamiento con proantocianidinas (PRO80) previno los cambios inducidos por la
administración de aldosterona sobre la expresión proteica de transportadores y
mediadores implicados en el transporte del sodio, potasio y calcio. Este efecto podría
estar relacionado con la mejora estructural y funcional observada en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
junto con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo de investigación apoyan que 
el tratamiento con proantocianidinas podría estar ejerciendo sus efectos beneficiosos
a nivel cardíaco por medio del bloqueo del receptor de mineralocorticoides. Por ello
cabría proponer las proantocianidinas, además de sus efectos antioxidantes, como
alternativa terapéutica natural a los antagonistas del receptor de mineralocorticoides











           
      
         
     
       
   
    
          
      
         
         
    
 
 
          
 
           







Aldosterone excess produces structural and functional cardiac alterations through
several mechanisms, such as certain changes in the expression of its intracellular
cardiac mediators and proteins involved in ion transport. A previous study from our
research group demonstrated a cardioprotective effect of proanthocyanidins in rats
with experimental hyperaldosteronism. In that study, treatment with
proanthocyanidins downregulated the cardiac expression of SGK1 which is considered
the main aldosterone intracellular mediator, suggesting a mineralocorticoid receptor
antagonism. Since SGK1 modulates several ion transporters in the kidney and in the 
heart in response to aldosterone, and considering the mentioned beneficial effects of
proanthocyanidins, we aimed to study the possible effects of these compounds on
protein expression of intracellular mediators involved in sodium, potassium and
calcium transport in the heart of rats with hyperaldosteronism induced by chronic
administration of aldosterone.
METHODS
The study was conducted in 32 male Wistar rats, distributed in 4 groups (n=8):
CONTROL, rats under normal conditions; ALDO: rats receiving a daily subcutaneous
injection of 1,5 mg/kg/day of aldosterone plus 1% NaCl in the drinking water; PRO80:






        
        
         
        
        
      
      
     
     
      
     
        
       
      
       
      
         
        
 
 
       
          





drinking water) and ALDO+PRO80: rats treated with aldosterone plus 
proanthocyanidins at the doses indicated. At the end of the 21 days experimental
period, animals were anesthetized and left ventricle was catheterized through right
carotid artery to measure the following parameters: systolic and diastolic blood
pressure from carotid artery (SBP and DBP), heart rate (HR), left ventricle end diastolic
pressure (LVEDP) and left ventricle maximal systolic pressure (LVSP). After the sacrifice,
heart weight-to-body weight ratio (HW/BW) was calculated as the index of cardiac
hypertrophy. Histological cardiac samples were properly stained to measure collagen
and calcium content. Expression of the following markers was measured by western 
blot: fibrosis (TGF), inflammation (TNFα, D68 e iNOS) and oxidative stress markers
(p22phox subunit of N!DPH oxidase), ionic transporters (αENa, βENa, γENa ROMK,
α1 subunit of Na+/K+ ATPasa, NHE1, NX1, α1 subunit of av1.2), and mediators 
involved in ion transport modulation (SGK1, Nedd4-2 y pNedd4-2, CaMKII, oxCaMKII y
pCaMKII). In additional experiments, cultured rat H9c2 embrionary cardiac cells were
stimulated with aldosterone (50nM) and co-incubated with proanthocyanidins (10,
100, 1000nM) or the mineralocorticoid receptor antagonist spironolactone (10, 100,
1000nM) for 24 hours (n=4). Cell viability, superoxide anion production and protein
expression by western blot of SGK1 and p22phox subunit of NADPHox were analyzed.
RESULTS
SBP, DBP, HR, LVEDP, LVSP and HW/BW increased in ALDO group compared with
CONTROL group (p<0,05) and decreased in ALDO+PRO80 group compared with ALDO






       
       
         
      
       
     
      
         
        
       
        
         
         
           
      
     
 
 
      
       
       
       





levels of TGF, D68 TNFα, iNOS and p22phox were higher in !LDO compared with
CONTROL group (p<0,05) and lower in ALDO+PRO80 compared with ALDO group
(p<0,05). In !LDO group, protein expression levels of SGK1, γENa, Nedd4-2 and the
pNedd4-2/Nedd4-2 ratio increased compared with CONTROL group (p<0,05) and
decreased in ALDO+PRO80 compared with ALDO group (p<0,05). Additionally, protein
expression levels of ROMK, NHE1, α1-Cav1.2 and NCX1, cardiac calcium content,
pCaMKII, oxCaMKII levels, pCaMKII/CaMKII and oxCaMKII/CaMKII ratios increased in
ALDO group compared with CONTROL group (p<0,05) and decreased in ALDO+PRO80
group compared with ALDO group (p<0,05) excepting oxCaMKII and oxCaMKII/CaMKII
ratio. onversely, α1-Na+/K+ ATPasa protein levels where lower in ALDO group
compared with CONTROL group (p<0,05) and higher in ALDO+PRO80 group compared
with ALDO group (p<0,05). There were no changes in protein expression levels of
CaMKII between groups. In H9c2 cells, aldosterone stimulation decreased cell viability 
and enhanced superoxide anion production and protein expression levels of SGK1 and
p22phox compared to CONTROL group (p<0,05), while 100 and 1000nM 
proanthocyanidins or spironolactone prevented all aldosterone-induced effects.
CONCLUSIONS
Treatment with proanthocyanidins (PRO80) prevented changes induced by
aldosterone in cardiac protein expression of transporters and mediators involved in
sodium, potassium and calcium ion transport. This effect could be related with the
cardiac structural and functional improvement observed in ALDO+PRO80 group






        
         
     
   





previously found, further support the concept that proanthocyanidins could exert their
cardiac beneficial effects through MR antagonism. Consequently it could be proposed
that, proanthocyanidins, besides their antioxidant properties, could be considered as a
natural alternative therapeutical approach of classical MR antagonists for the









































































































































    
       
       
       
  
 
     
      
    
           
          
       
      
         
        
     
     
             
        
     
        





La aldosterona es una hormona esteroidea perteneciente a la familia de los
mineralocorticoides sintetizada en la glándula adrenal (Bollag, 2014). Las glándulas
adrenales se hallan situadas en los polos superiores del riñón y en ellas se pueden
diferenciar dos zonas, una externa, denominada corteza, y una interna denominada
médula.
La corteza supone aproximadamente el 85-90% de la masa total de la glándula
adrenal y secreta los dos tipos principales de hormonas corticoides, los
mineralocorticoides y los glucocorticoides. Desde un punto de vista tanto anatómico
como funcional, la corteza se divide en tres zonas: la zona más externa o glomerular,
cuyas células están distribuidas en masas irregulares ocupando el 15% de la corteza, y
sintetiza la aldosterona, que supone casi el 90% de toda la actividad
mineralocorticoide; la zona fascicular o intermedia, cuyas células están dispuestas en
forma radial, sintetiza fundamentalmente el cortisol y representa el 75% de la corteza,
y por último, la zona más interna y próxima a la médula, la reticular, cuyas células
forman una red irregular y sintetiza andrógenos y cortisol, aunque en menos cantidad
que el secretado por la zona fascicular (Kay y Kim, 2015). La médula, que ocupa el 10­
15% central de la glándula, se relaciona desde el punto de vista funcional con el
sistema nervioso simpático (SNS); secreta sus hormonas adrenalina y noradrenalina en
respuesta a la estimulación simpática. A su vez, estas hormonas provocan casi los
mismos efectos que la estimulación directa de los nervios simpáticos en todas las








       
          
      
  
            
        
   
      
       
  
       
           
 
 
    
        
          
        
         






1.1 Biosíntesis de la aldosterona
La aldosterona se sintetiza a partir de colesterol transportado en lipoproteínas de 
baja densidad (LDL), cuya captación en la glándula adrenal está estimulada por la
hormona adrenocorticotropa (ACTH). Las células corticoadrenales tienen en su
membrana plasmática receptores específicos para las LDL. La unión de ambos induce la 
endocitosis y como consecuencia la internalización a la célula de las LDL y de los
ésteres de colesterol que van unidos a ellas. Las LDL son degradadas por proteasas y
los ésteres de colesterol son transformados en colesterol libre. El colesterol se
esterifica de nuevo y se almacena en el citoplasma en las vacuolas lipídicas. El
almacenamiento de colesterol en las gotas lipídicas depende de la actividad de dos
enzimas, la colesterol-éster-sintetasa y la colesterol esterasa. La estimulación con
ACTH aumenta la actividad colesterol esterasa inhibiendo la esterificación de
colesterol, lo que hace que aumente el colesterol libre disponible para la biosíntesis de
hormonas (Bollag, 2014).
El primer paso, común en la síntesis de todas las hormonas esteroideas, es la
conversión del colesterol en pregnenolona catalizado por la enzima mitocondrial
CYP11A1, que se encuentra en la membrana interna de la mitocondria. La enzima 
CYP11A1 posee un mecanismo de acción muy lento por lo que la unión del colesterol al
sitio activo es la reacción limitante en la síntesis de la aldosterona. Un vez que se ha
producido la conversión del colesterol a pregnenolona, ésta se convierte, en el retículo






     
         
 
   
  




         
          
     
      
      
      
        
        
     




reacciones en las que intervienen las enzimas 3-β-hidroxiesteroide-dehidrogenasa-Δ5 
Δ4-isomerasa y la 21-hidroxilasa, respectivamente. El último paso de la ruta de la
síntesis de la aldosterona está catalizado por la enzima aldosterona sintasa (CYP11B2), 
que posee tres actividades: 11-β-hidroxilasa, 18-hidroxilasa y 18-oxidasa. Dicha enzima
cataliza la conversión de 11-deoxicorticosterona a corticosterona y de ésta a
aldosterona (figura 1) (Bollag, 2014; Williams, 2005). 
Figura 1. Síntesis de aldosterona a partir del colesterol y enzimas implicadas.
En 1998, se demostró la existencia de un sistema de producción endógena de
aldosterona en el corazón, indicándose lo siguiente: 1) la aldosterona sintasa se
expresa en el corazón de rata a unos niveles aproximadamente 500 veces menores que 
en las glándulas adrenales; 2) la concentración cardíaca de la aldosterona en ratas es 
16 nM, 17 veces superior a la plasmática; 3) la producción cardíaca de aldosterona está
regulada por los mismos estímulos que en las glándulas adrenales (potasio y 
angiotensina II (AII)) aunque; 4) están reguladas de forma independiente entre sí, 
como sugiere el hecho de que los cambios en los niveles de aldosterona cardíacos no
estaban relacionados directamente con los niveles plasmáticos de aldosterona






      
         
         
           
      
         
 
   
 
           
          
     
   
      
  
      
      
   
    
    
          






Además, se ha demostrado que los cardiomiocitos expresan el receptor de la
aldosterona (Bolten y Heron, 2006; Funder, 2001; Lombes et al., 1992; Yasuoka et al., 
2013). El hecho de que el miocardio sintetice aldosterona y exprese su receptor, ha 
sugerido la existencia de un sistema de señalización autocrina o paracrina de esta
hormona a nivel cardíaco (Horky, 2011; Jaisser y Farman, 2016; Lijnen y Petrov, 2000;
Lother et al., 2015; Richardson et al., 2016; Shimoni et al., 2008; White, 2003). 
1.2 Mecanismo de acción de la aldosterona
Al igual que otras hormonas esteroideas, la aldosterona se une a su receptor en el
citoplasma de la célula diana, el receptor de mineralocorticoides (RM). El RM y el
receptor de glucocorticoides, pertenecen a una amplia familia de receptores
hormonales intracelulares que comparten una estructura general común (más del 90%
de homología), pero una baja selectividad por el ligando. Así, el RM puede unirse tanto
al glucocorticoide cortisol, como al mineralocorticoide aldosterona, ya que tiene
similar afinidad para ambos (Fuller, 2015; Funder, 2009). Sin embargo, y a pesar de que 
los niveles circulantes de cortisol son de 100 a 1000 veces superiores a los de
aldosterona (Funder, 2009), en los tejidos diana de ésta, el cortisol es transformado
por la enzima 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11β-HSD2) en cortisona, un
metabolito inactivo (Fuller, 2015). De esta manera, la 11-βHSD2 evita que el cortisol se
una al RM, favoreciendo así la unión del mismo únicamente con la aldosterona,






      
       
     
          
   
         
            
         
       






          
      
      
      
           
        
    





En ausencia de ligando, el RM se localiza en el citoplasma asociado a proteínas
chaperonas tales como proteínas de choque térmico, hsp90 (Binart et al., 1995; Gekle
et al., 2014) y hsp70, proteínas p23 y p48, inmunofilina FKBP-59 y ciclofilina CYP40
(Bruner et al., 1997; Galigniana et al., 2010). La unión del RM a la aldosterona induce
un cambio conformacional en el receptor que provoca la disociación de las citadas 
proteínas, la homodimerización del complejo y su translocación al núcleo celular
(Kiilerich et al., 2015; Yang y Young, 2009). Una vez allí se produce el anclaje a los
elementos de respuesta hormonal situados en la región reguladora del promotor de
los genes diana, activando la transcripción de genes y la consecuente síntesis de
proteínas implicadas en el transporte iónico y su regulación (Kiilerich et al., 2015; Yang
y Young, 2009)
1.3 Acciones de la aldosterona
La aldosterona, ejerce sus acciones a través de mecanismos genómicos y no
genómicos (Ashton et al., 2015). Las acciones genómicas dependen de la unión de la
aldosterona con el RM. Cuando la aldosterona se une al RM en la célula diana, se
forma un complejo activo que modula la síntesis del ARNm de ciertas proteínas que 
median el transporte iónico. Debido a que las acciones genómicas requieren la síntesis 
de nuevas proteínas, su desarrollo es lento (de 60 a 90 minutos) (Ashton et al., 2015).  
Por otro lado, las acciones no genómicas no necesitan la transcripción de un gen, ni
por tanto la síntesis de nuevas proteínas, actuando a través de la activación de vías de











        
       
            
      
          
       
      
    
 
       
    
  
  
    
     
  





de manera rápida, en segundos o pocos minutos (Ashton et al., 2015; Dooley et al., 
2012). 
1.3.1 Acciones genómicas de la aldosterona
El mecanismo clásico de acción genómica de la aldosterona implica la síntesis de
proteínas mediadoras y efectoras involucradas en el manejo iónico a través de la
activación del RM; un mecanismo ampliamente estudiado a nivel renal (Alvarez de la 
Rosa et al., 2006; Bhandari, 2012; Brem et al., 2011; Namsolleck y Unger, 2014;
Poulsen et al., 2016; Quinn et al., 2014; Welling, 2013), que sin embargo no ha sido
investigado en profundidad en otros órganos diana de la aldosterona como el corazón
(Cannavo et al., 2016), donde el mantenimiento de la homeostasis iónica y su
regulación son clave para su correcto funcionamiento.
Las proteínas mediadoras de las acciones de la aldosterona tienen una acción
estimulante sobre las proteínas efectoras, aumentando su actividad. Entre las
proteínas más importantes mediadoras de las acciones genómicas de la aldosterona,
se encuentra la quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1 (SGK1) (Martin-
Fernandez et al., 2014b), y entre las proteínas efectoras clásicas, destacan el canal
epitelial de sodio (ENaC) (Wagner et al., 2006), el canal de potasio medular exterior
renal (ROMK) y la bomba de sodio-potasio dependiente de ATP (Na+/K+ ATPasa) 






       
     
      
         
   
         
      
   
      
   
             
       
   
 
    
      






El mecanismo clásico de acción genómica de la aldosterona ha sido estudiado
fundamentalmente en el riñón. La aldosterona induce la absorción renal de sodio y la
excreción de potasio, aumentando así la concentración de sodio en sangre o natremia
y disminuyendo la de potasio o potasemia (Preston y Wilson, 2012). En las células
epiteliales del túbulo contorneado distal (TCD) y las células principales del túbulo
colector cortical (TCC), el ENaC y el canal ROMK se sitúan en la membrana apical, 
mientras que la Na+/K+ ATPasa se sitúa en la membrana basolateral (figura 2). El 
transporte iónico en dichas células comprende el movimiento de sodio desde el lumen 
tubular hacia el interior de la célula a través del ENaC. A su vez, la Na+/K+ ATPasa
permite la salida activa de sodio hacia el fluido intersticial y el torrente sanguíneo, a la
vez que retira potasio del mismo, para introducirlo en la célula epitelial. Finalmente, el
canal ROMK facilita la salida pasiva de potasio hacia el lumen tubular (Preston y
Wilson, 2012) (figura 2). 
Sin embargo, más allá de la acción clásica de la aldosterona a nivel renal, en los
últimos años se ha demostrado que, al igual que en el riñón, la aldosterona también







           
       
     
   
 
          
 
     
     
       
        
        
            
     





Figura 2. Principales efectores de la acción genómica de la aldosterona implicados en la absorción de
sodio y la excreción de potasio a nivel renal, en una célula epitelial principal del túbulo colector cortical.
ALDO, aldosterona; RM, receptor de mineralocorticoides; ENaC, canal epitelial de sodio; ROMK, canal de




ATPasa, bomba sodio-potasio dependiente de ATP.
1.3.1.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1, SGK1
El SGK fue identificado inicialmente como una enzima serina-treonina quinasa
inducida de manera rápida por los glucocorticoides (Firestone et al., 2003). Se han
descrito tres isoformas (SGK1, SGK2 y SGK3) (Lang et al., 2006; Martin-Fernandez et al., 
2014b), compartiendo el SGK2 y el SGK3 el 80% de la secuencia de aminoácidos del
dominio catalítico del SGK1 (Kobayashi et al., 1999). En mamíferos, tanto SGK1 como
SGK3 se expresan en todos los tejidos (esta última en el estado embrionario
principalmente), mientras que la expresión del SGK2 es más abundante en tejidos 






           
      
      
      
           
        
 
         
        
     
          
       
         
      
          
           
           
        
        
     





La expresión del SGK1 es dependiente de la activación del RM, siendo una
proteína mediadora clave de las acciones de la aldosterona, ya que tiene la propiedad
de aumentar la actividad, mediante fosforilación de proteínas muy importantes en el 
manejo de sodio y potasio, como son los canales ENaC y ROMK, la bomba Na+/K+ 
ATPasa y el intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1 (NHE1) (Lang et al., 2006;
Martin-Fernandez et al., 2014b; Voelkl et al., 2013; Yoo et al., 2003). 
En el riñón, el SGK1 aumenta el número de canales ENaC en la superficie de la
membrana citoplasmática de las células epiteliales tubulares de manera indirecta, a
través de la inactivación por fosforilación en la serina 436 de la ubiquitina ligasa E3
precursor neuronal de células en desarrollo regulado a la baja 4-2 (Nedd4-2) (Lang et
al., 2014). El Nedd4-2 ubiquinita las subunidades del ENaC en la cara citosólica de cada
una de ellas en los llamados motivos PY (regiones estructurales ricas en prolina), 
promoviendo su endocitosis y degradación en el proteosoma (Kamynina y Staub, 2002;
Lang et al., 2014). Así, el Nedd4-2 es un regulador negativo del ENaC, ya que promueve
su degradación, mientras que el SGK1 ha demostrado ser un regulador positivo del 
canal, ya que puede aumentar de manera directa su actividad mediante la fosforilación
del canal, promoviendo además un aumento del número de canales en la membrana,
activando la transcripción de sus genes (aunque aún no se ha descubierto mediante
qué mecanismo), y de manera indirecta desactivando al Nedd4-2 por fosforilación








       
    
       
          
 
 
           
       
      
     
   
          








Figura 3. Regulación del ENaC mediante el factor SGK1 y la ubiquitina ligasa Nedd4-2 en una célula
epitelial principal del túbulo colector cortical. ALDO, aldosterona; RM, receptor de mineralocorticoides;
SGK1, quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1; Nedd4-2, ubiquitina ligasa E3 precursor
neuronal de células en desarrollo regulado a la baja 4-2; ENaC, canal epitelial de sodio; P, fosforilación;
?, factores desconocidos.
Se ha demostrado que la aldosterona induce la expresión del SGK1 no solo en el
riñón (tejido donde ha sido estudiada principalmente), sino también en el corazón
(Martin-Fernandez et al., 2014a; Martin-Fernandez et al., 2014b). Este hecho ha sido
relacionado con las alteraciones cardíacas producidas por el exceso de aldosterona,
entre las que se incluye el desajuste en la homeostasis iónica cardíaca (Martin-
Fernandez et al., 2009; Martin-Fernandez et al., 2014b); un proceso en el cual estaría






      
 
       
        
     
    
       
        
 
 
        
        
         
         
         
           
         
         
       
    
         
      





1.3.1.2 Canal epitelial de sodio, ENaC
El ENaC es el canal más importante implicado en la reabsorción de sodio en el
riñón (Pearce et al., 2015). Estructuralmente está formado por un complejo proteico
heteromultimérico compuesto por tres subunidades homólogas, llamadas alfa
(αENaC), beta (βENaC) y gamma (γENaC), que está intercalado en la membrana celular 
(Rossier, 2014). La subunidad α es crítica para la funcionalidad del canal, mientras que
las subunidades β y γ estabilizan el complejo proteico, aumentando su actividad
(Shehata, 2010). 
La expresión basal del ENaC es particularmente alta en el riñón, pulmón y colon, 
tejidos donde ha sido estudiado tradicionalmente, sin embargo, también se ha
demostrado su expresión en tejidos no epiteliales (Brouard et al., 1999; Shakibaei y
Mobasheri, 2003). La aldosterona, una vez unida al RM, activa directamente la
transcripción de una u otra subunidad dependiendo del tejido diana; así por ejemplo,
en el riñón, la subunidad que más aumenta su expresión mediante este mecanismo, es
la α (Masilamani et al., 1999) (figura 3), mientras que en el colon distal, la aldosterona
induce una mayor expresión de las subunidades β y γ (Garty, 2000). Además, la
aldosterona, a través del aumento de la expresión del SGK1, estimula la actividad de la
subunidad α por medio de fosforilación dependiente del SGK1, y adicionalmente, 
activa la expresión de la subunidad α y β mediante un mecanismo de transcripción que
estaría regulado por el SGK1 y que aún no ha sido caracterizado completamente (Boyd 






        
 
    
           
     
        
    
          
            
    
       
       
 
       
          
       
          
      
    
     







1.3.1.3 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK
En las células epiteliales del TCC (también denominadas células principales), la
salida de potasio hacia el lumen tubular se produce por medio de la proteína integral
de membrana ROMK (Welling y Ho, 2009) (figura 2). El ROMK es considerado el canal
más importante implicado en la excreción renal de potasio (Palmer, 2015) y su
expresión está estimulada, entre otros factores, por la aldosterona (Beesley et al., 
1998; Lang et al., 2006). Además de en el riñón, el ROMK se expresa también en el
corazón, tanto en las aurículas como en los ventrículos, así como en el músculo
esquelético, páncreas, pulmón, placenta, cerebelo, glía, retina y cerebro (Spector et al., 
2008). Así mismo, y al igual que sucede con el ENaC, el SGK1 también estimula la
actividad del canal ROMK por medio de fosforilación (Lang et al., 2006).
También llamado Kir1.1 (inwardly rectifying potassium channel member 1), el
canal ROMK, al igual que el resto de canales de la familia Kir estudiados
tradicionalmente en el corazón, solo permite la salida de potasio cuando la célula se
encuentra al final de la fase de repolarización o está polarizada (en reposo),
permaneciendo cerrados durante la fase de despolarización y de meseta (Han et al., 
2010; Yang et al., 2012). De esta manera, los canales Kir cardíacos contribuyen a
recuperar y mantener el potencial de membrana de reposo (Dhamoon y Jalife, 2005;






        
 
   
      
  
  
        
         
    
 
      
           
       
   
       
        
      
     
    
          
    






1.3.1.4 Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP, Na+/K+ ATPasa
La Na+/K+ ATPasa es una proteína transmembrana heterodimérica compuesta por
dos subunidades α (función catalítica) y dos subunidades β (estabilizan a las
subunidades α) que, mediante la hidrólisis de una molécula de ATP, intercambia 3
iones sodio, que son expulsados fuera de la célula, por 2 iones potasio, que son
introducidos en el citoplasma (Kaplan, 2002; Xie et al., 2013a) (figura 2). En el riñón, la
bomba Na+/K+ ATPasa está implicada en la reabsorción de sodio a lo largo de
prácticamente toda la nefrona (Katz, 1982; Xie et al., 2013a).
Existen cuatro isoformas de la subunidad alfa (α1-α4) y tres de la beta (β1-β3). A
diferencia del resto de subunidades alfa, la α1 está presente en la mayoría de tejidos,
siendo su expresión especialmente elevada en el riñón, cerebro y corazón (Li y
Langhans, 2015). A nivel renal, la aldosterona aumenta la expresión de la subunidad α1 
de la Na+/K+ ATPasa, incrementando así la reabsorción de sodio (Rossier et al., 2015;
Seok et al., 1999) estimulando además su actividad a través de fosforilación por medio
del SGK1 (Lang et al., 2006). La aldosterona también induce la expresión in vitro de la 
subunidad α1 de la Na+/K+ ATPasa en cardiomiocitos aislados (Hegyvary, 1977; Ikeda et 
al., 1991; Mihailidou et al., 1998; Suhail, 2010). En el corazón, esta bomba iónica juega
un papel fundamental en la regulación de las concentraciones de sodio y potasio en la
fase final del ciclo de contracción-relajación, contribuyendo así al restablecimiento del






       
 
          
       
         
    
         
      
                
      
        
        
         
    
 
      
       
     
    








1.3.1.5 Intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1, NHE1
La familia de intercambiadores de sodio e hidrógeno NHE son un tipo de proteínas
transmembrana que están involucradas en la homeostasis del sodio y la regulación del
pH y del volumen celular intercambiando un ion sodio, que entra en la célula a la vez
que expulsa un protón (Parker et al., 2015; Slepkov y Fliegel, 2002). Existen seis 
isoformas del NHE numeradas de la 1 a la 6 (NHE1-NHE6), siendo la expresión de las 
isoformas de la 2 a la 6 localizada casi exclusivamente en las distintas secciones de la
nefrona, a diferencia de la isoforma 1 o NHE1, que es ubicua, siendo por tanto ésta la
única isoforma que se expresa a nivel cardíaco (Burckhardt et al., 2002; Odunewu-
Aderibigbe y Fliegel, 2014). Se ha demostrado que la expresión del NHE1 está inducida, 
entre otros factores, por la aldosterona mediante mecanismo genómico y que el SGK1
aumenta su actividad mediante fosforilación (Karmazyn et al., 2003; Pinto et al., 2008;
Zhang et al., 2009) (figura 4).
A diferencia del resto de isoformas encontradas en el riñón, el NHE1 no ejerce un
papel relevante en el manejo de sodio en este órgano (Burckhardt et al., 2002). La 
función fisiológica de esta isoforma ha sido asociada al restablecimiento del pH celular
ante los cambios del mismo, protegiendo a las células del organismo frente a la






       
 
           
     
           
        
      
    
    
        
           
 
          
      
    
     
    
          









1.3.1.6 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Cav1.2
Los canales de tipo L (canales de calcio de apertura lenta) se activan por
despolarizaciones intensas, mediando el flujo prolongado de calcio al interior de una
gran variedad de tipos celulares (Buset Rios et al., 2011). Suponen la principal vía de
entrada de calcio en los cardiomiocitos tras su excitación, lo que aumenta la
concentración intracelular del ion produciendo la contracción del músculo cardíaco en
el denominado acoplamiento excitación-contracción (EC) (Tanaka y Shigenobu, 2005). 
La aldosterona, mediante mecanismo de acción genómico, estimula la expresión de la
subunidad α1C del canal de calcio cardíaco dependiente de voltaje tipo L (Cav1.2)
(Auguste et al., 2014; Martin-Fernandez et al., 2009) (figura 4). La subunidad α1C es la
responsable de las principales características de estos canales, ya que está implicada 
en la conductividad y selectividad iónica y en la sensibilidad de voltaje (Tiwari et al., 
2006). Dicho canal se encuentra intercalado en la membrana de células excitables,
como los cardiomiocitos y las neuronas (Yamakage y Namiki, 2002). Los canales de
calcio dependientes de voltaje median el flujo de calcio en respuesta a la
despolarización de la membrana y regulan procesos intracelulares tales como la
contracción, neurotransmisión o expresión génica, en los que el ion calcio actúa como








     
      
     
          
         
    
        
    
        
          
       
     
          
        
      
          
         
          
           
  




1.3.2 Acciones no genómicas de la aldosterona
Las acciones no genómicas de la aldosterona son llevadas a cabo mediante
respuestas celulares rápidas, en segundos o pocos minutos, que implican la activación
de sistemas de segundos mensajeros y la señalización intracelular mediada por
sistemas de quinasas. Por tanto, y a diferencia de las acciones genómicas, son 
independientes de transcripción, es decir, no requieren la activación de genes ni la
síntesis de nuevas proteínas, sin embargo, se sabe que existen efectos sinérgicos entre
las acciones genómicas y no genómicas (Dooley et al., 2012; Meinel et al., 2014). En las 
acciones no genómicas, están implicados receptores de membrana específicos para la
aldosterona diferentes al RM (Falkenstein et al., 2000; Gros et al., 2011; Grossmann et 
al., 2005). Actualmente, los más estudiados son el GPR30 (De Giusti et al., 2015) y el
GPER (Ferreira et al., 2015), ambos receptores acoplados a proteínas G. Las acciones
no genómicas implican la formación de mensajeros secundarios como el adenosín
monofosfato cíclico (AMPc) y, a través de la enzima fosfolipasa C (PLC), la formación de 
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (figura 4). Como consecuencia ante el
aumento de los mensajeros secundarios citados, se estimulan: la proteína quinasa A
(PKA) por el aumento de AMPc (Bollag, 2014; Good, 2007; Koppel et al., 2003), aunque
dicho efecto no genómico de la aldosterona solo ha sido demostrado parcialmente; la
proteína quinasa C (PKC) (Bollag, 2014; Hermidorff et al., 2015; Thomas et al., 2007), 
activada por el DAG; y un aumento en la concentración de calcio intracelular mediado
por el IP3, que estimula al retículo endoplasmático para liberar calcio al citosol (Bollag, 











      
    
          
        
        
          









En la siguiente figura (figura 4) se resumen en un esquema los efectos genómicos y
no genómicos de la aldosterona:
Figura 4. Efectos genómicos y no genómicos de la aldosterona implicados en la regulación del transporte





sodio-potasio dependiente de ATP; ROMK, canal de potasio medular exterior renal; SGK1, quinasa 
regulada por suero y glucocorticoides tipo 1; NHE1, intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1; Cav1.2,
canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; DAG, diacilglicerol; AMPc, adenosín monofosfato cíclico;
IP3, inositol trifosfato; PKC, proteína quinasa C; PKA, proteína quinasa A; [Ca
2+
]i, concentración
intracelular de calcio. En azul intenso, se señalan proteínas implicadas en el transporte iónico; en rojo,








    
          
      
   
       
     




    
    
       
          
       
         
          
      
        
        





1.4 Regulación de la secreción de la aldosterona
La secreción de la aldosterona está regulada por factores relacionados con el
control de la concentración de sodio en el líquido extracelular y la volemia. Entre los
principales estímulos de la síntesis de la aldosterona se encuentran la AII, la ACTH, la
disminución de los niveles plasmáticos de sodio y el incremento de los niveles
plasmáticos de potasio (Bollag, 2014; Marney y Brown, 2007). Por otro lado, entre los
inhibidores más importantes de la secreción de la hormona, destaca el péptido
natriurético auricular (PNA) (Miura et al., 2015; Nakajima et al., 1987). 
1.4.1 Angiotensina II
La AII es parte fundamental del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) 
(figura 5). Este sistema se activa como respuesta ante una bajada de la presión arterial
(PA) para restablecer los valores de presión mediante vasoconstricción y aumento de
la volemia (Brewster y Perazella, 2004; Sparks et al., 2014). Ante una bajada en la 
perfusión renal, las células granulares del aparato yuxtaglomerular secretan renina al
torrente sanguíneo. La renina cataliza la conversión del angiotensinógeno (producido
en el hígado) en angiotensina I, que es a su vez transformada en AII en el endotelio
pulmonar y renal por acción de la enzima convertidora de angiotensina (Rafikov et al.). 
La AII, mediante su unión a los receptores AT1, estimula por un lado la
vasoconstricción y por otro la expresión de las enzimas CYP11A1 y aldosterona sintasa,






      
         
   
     
  
       
      
       
         
   
 
 





síntesis (Funder, 2010; Sparks et al., 2014). También favorece la reabsorción de sodio,
fundamentalmente, en el túbulo proximal y en el asa de Henle, al aumentar los canales
de sodio en la membrana apical, y estimular la bomba de sodio-potasio dependiente
de ATP en la membrana basolateral (Mamenko et al., 2012). Por último, la aldosterona
se une al RM de las células epiteliales del TCD y de las células principales del TCC
favoreciendo la reabsorción de sodio y agua y la excreción de potasio (Brewster y
Perazella, 2004; Muto, 1995; Waanders et al., 2011). El aumento en la concentración
de sodio plasmático conlleva a su vez un aumento de la osmolaridad, lo que induce 
una reabsorción indirecta de agua hacia el plasma, aumentando la volemia y por tanto,
la PA (Brown, 1993; Sam y Feizi, 2012). 









     
    
          
      
             
     
    




        
          
    
 
     
       
         
       
       
        





La ACTH aumenta la síntesis de mineralocorticoides, incrementando la conversión
del colesterol a pregnenolona, efecto mediado por un aumento del AMPc (Funder, 
2010; Sonoyama et al., 2014). La unión de la ACTH a su receptor de membrana
produce un aumento de los niveles de AMPc y la activación de la PKA, activando el
paso de colesterol a pregnenolona. Al ser esta la reacción limitante, una vez que se ha 
sintetizado la pregnenolona los pasos restantes pueden realizarse sin la intervención
de la ACTH. Sin embargo, este estímulo es mucho menos potente que la estimulación
por la AII o por el K+ (Funder, 2010). 
1.4.3 Sodio
La aldosterona favorece la absorción de sodio aumentando así su concentración
en el líquido extracelular, por lo que la disminución de sus niveles plasmáticos estimula
la secreción de la hormona (Funder, 2010). 
Aunque la aldosterona es muy eficaz en la reabsorción de sodio, cuando hay una
producción excesiva de aldosterona o una híper-secreción, el aumento de la
reabsorción y la disminución en la excreción de sodio en los riñones son transitorios. 
Tras 1-3 días de retención de sodio y agua, el volumen del líquido extracelular aumenta
alrededor de un 10-15% y se produce un incremento simultáneo de la PA. Cuando la
PA aumenta lo suficiente, los riñones sufren el denominado fenómeno de “escape” de 






   
        




        
        
  
           
       
         
      
 
      
         
   
   
         







iguales a la ingestión diaria, a pesar de la presencia continua de concentraciones altas 
de aldosterona. La principal razón de escape es la natriuresis y diuresis por presión,
que aparecen cuando la presión arterial se eleva. (Prakash, 2005).
1.4.4 Potasio
El aumento de potasio en el líquido extracelular es el principal estímulo para la
secreción de aldosterona (Bollag, 2014; Palmer y Frindt, 2000). La aldosterona
favorece la secreción de potasio por las células epiteliales de los túbulos renales a
través del canal ROMK, estimulando a su vez la secreción de aldosterona (Palmer y
Frindt, 2000; Yoo et al., 2003). Además de este efecto directo, el potasio también
modula la respuesta de la aldosterona a otros estímulos; por ejemplo, la depleción de
potasio reduce la respuesta de la aldosterona a la AII (Funder, 2010).
El mecanismo de acción del potasio está mediado también por los cambios en el
metabolismo de los fosfoinositoles. A diferencia de lo que ocurre con la AII, el potasio
produce una despolarización de la membrana celular, facilitando la entrada de calcio
extracelular al interior de la célula. Como resultado aumenta la síntesis de enzimas
implicadas en la síntesis de aldosterona, la aldosterona sintasa, y de las que








       
         
          
       
 
         
   
        
      
    





       
    
          







1.4.5 Péptido natriurético auricular
El PNA se produce en respuesta a cambios en el volumen circulante de los
cardiomiocitos auriculares. Este factor disminuye la reabsorción de sodio en el túbulo
colector ya que inhiben la bomba sodio-potasio de la membrana basolateral y cierran
los canales de sodio de la membrana apical (Woodard y Rosado, 2008).
Así mismo, el PNA inhibe tanto la secreción de renina en el aparato
yuxtaglomerular como la secreción de aldosterona por las células de la glomerulosa.
Esta inhibición de la secreción de aldosterona se produce en las primeras etapas de la
esteroidogénesis y en menor grado inhibiendo la conversión de corticosterona en
aldosterona (Chopra et al., 2013). Este péptido se sintetiza en, además de las células
cardiacas, en otras células del organismo, entre ellas las de la médula adrenal
(Woodard y Rosado, 2008). 
1.5 Degradación de la aldosterona
La aldosterona tiene una vida media corta, de 15 minutos, y se metaboliza
prácticamente toda a su paso por el hígado, donde, a través de reacciones que 
modifican su estructura, pierde su actividad biológica. Dichas reacciones aumentan su
solubilidad en agua, lo que facilita su excreción a través de la orina en forma de








        
    
     
          
 
 
       
        
    
       
     
     
     
       
 
 
       
    
           
        






El hiperaldosteronismo es un trastorno metabólico caracterizado por una
producción y secreción de aldosterona por parte de las glándulas adrenales, por 
encima de los niveles normales (Foo et al., 2001; Schirpenbach y Reincke, 2007). Se
pueden distinguir dos tipos, el hiperaldosteronismo primario y el secundario (Vaidya et
al., 2000). 
El hiperaldosteronismo primario, también llamado síndrome de Conn, es
frecuentemente consecuencia de un tumor en la zona glomerulosa que produce
niveles anormalmente altos de aldosterona. En otros casos existe una hiperplasia no
tumoral y benigna de células productoras de la hormona que se denomina
hiperaldosteronismo idiopático o hiperplasia adrenal bilateral. Las consecuencias más
importantes son la hipopotasemia, un ligero aumento del volumen extracelular y del
volumen sanguíneo, un incremento de la concentración plasmática de sodio y en la
mayoría de los casos, hipertensión (Foo et al., 2001; Piaditis et al., 2015; Schirpenbach
y Reincke, 2007). 
El hiperaldosteronismo secundario cursa con un aumento de la concentración
plasmática de aldosterona, secundaria a una sobreactivación del SRAA, debido en
general a una mayor secreción de renina por encima de los niveles normales. Puede 
producirse por la disminución del flujo sanguíneo renal debido al estrechamiento de






   
   
       
 
   
 
 
   
    
      
      
        
       
     
       











intensa. También puede deberse a un tumor productor de renina (reninismo primario), 
uso crónico de diuréticos, hipovolemia (vómitos o diarrea), síndrome de Bartter,
síndrome paraneoplásico o edemas (Foo et al., 2001; Vaidya et al., 2000).
1.7 Alteraciones cardiovasculares asociadas al exceso de 
aldosterona
Se ha demostrado ampliamente que el exceso de aldosterona promueve el
desarrollo de diversas alteraciones fisiopatológicas estrechamente relacionados entre
sí como el daño renal (Brown, 2013), la disfunción endotelial (Whaley-Connell et al., 
2010), la hipertensión (Samavat et al., 2011), el desajuste en la homeostasis iónica
cardíaca (Auguste et al., 2014; Bénitah et al., 2001; Martin-Fernandez et al., 2009;
Martin-Fernandez et al., 2014b) y la aparición de arritmias (Reil et al., 2012), así como
el desarrollo de hipertrofia cardíaca (HC) e insuficiencia cardíaca (IC) (Cannavo et al., 
2016; Quinkler et al., 2010; Struthers, 2004). Estos procesos son comunes también en








       
       
         
   
  
     
      
            
       
         
            
       
     
    
        
 
     
            
      
      





La HC se define como un aumento del grosor del músculo cardíaco de la pared
ventricular, surgido como respuesta adaptativa ante un incremento del estrés parietal 
o tensión mecánica sobre uno o los dos ventrículos (Di Lullo et al., 2015; Horstkotte et 
al., 1993; Prisant, 2005). 
Los factores que determinan el desarrollo de la HC pueden ser tanto
hemodinámicos como no hemodinámicos o neuro-humorales. Entre los factores
hemodinámicos se encuentran, la hipertensión, un aumento en la precarga (o presión
sobre el ventrículo izquierdo justo antes de la contracción, debida a un aumento en el
volumen ventricular al final de la relajación o volumen telediastólico), el estrés parietal
continuado y el endurecimiento de las arterias o arterioesclerosis (Di Lullo et al., 2015;
Frohlich, 1999; Opie et al., 2006). En cuanto a los factores no hemodinámicos, 
destacan la hiperactividad simpática, la sobreactivación del SRAA y el aumento crónico
en la concentración plasmática de algunos factores de crecimiento, hormonas y
citoquinas (Di Lullo et al., 2015; Opie et al., 2006; Weber, 1994). 
El exceso de aldosterona está estrechamente relacionado con el desarrollo de HC.
A través de sus efectos a nivel renal, produce retención de sodio y agua aumentando el
volumen plasmático circulante. Como consecuencia ante una mayor volemia, aumenta
el volumen plasmático bombeado, el retorno venoso y la PA. De esta manera, la






    
       
        
         
      
    
           
     
     
  
        
         
 
    
      
         
        
        
        
        
     





Lullo et al., 2015; Holmer y Schunkert, 1996). Por otro lado, se ha demostrado que la 
aldosterona es uno de los factores mediadores más importantes en el desarrollo de
HC, independientemente de los niveles de PA y sus efectos a nivel renal (Diez, 2008;
Holmer y Schunkert, 1996; Okoshi et al., 2004), por lo que estaría promoviendo la HC
directamente en el miocardio. Esto se debe fundamentalmente al hecho de que los 
cardiomiocitos sintetizan aldosterona y expresan el RM (Yasuoka et al., 2013; Jaisser y
Farman, 2016); siendo por tanto el corazón, un órgano diana más de la aldosterona.
Además, se ha demostrado que ratones genéticamente modificados que no expresan
el RM en el corazón, están protegidos frente al desarrollo de HC cuando se les 
administra deoxicorticosterona (precursor de la aldosterona y agonista del RM)
(Bienvenu et al., 2015) lo que evidencia el papel de la aldosterona en la fisiopatología
de la HC a través de su efecto directo sobre el corazón (Catena et al., 2015). 
Como respuesta a los factores determinantes del desarrollo de HC, se originan
cambios en la estructura y composición del miocardio que pasan de ser adaptativos a
ser patológicos, llamados en conjunto remodelado cardíaco (Cohn et al., 2000; Reddy y
Bernstein, 2015). En dicho remodelado se produce un aumento en el tamaño de los 
cardiomiocitos junto con procesos de apoptosis, necrosis y fibrosis intersticial (Lips et
al., 2003; Reddy y Bernstein, 2015). Con el tiempo, el remodelado cardíaco, termina
por afectar a la función cardíaca, favoreciendo la alteración progresiva de la función
diastólica y sistólica, pudiendo agravarse y evolucionar hacia IC, con el consecuente







        
         
               
      
    
      
      
     
       
       
      








La HC puede presentar diferentes patrones geométricos: concéntrico y excéntrico.
Cuando hay una sobrecarga mantenida de presión en el ventrículo, la presión sistólica 
es mayor y el miocardio responde con un incremento en el grosor de la pared del
ventrículo izquierdo, produciéndose la denominada hipertrofia concéntrica (Grossman
y Paulus, 2013). Este tipo de hipertrofia está asociada al engrosamiento transversal de
los cardiomiocitos, debido a la inserción de nuevos sarcómeros en paralelo, junto con
el depósito de colágeno producido por los fibroblastos cardiacos (Lazzeroni et al., 
2016) (figura 6). Cuando la sobrecarga que se produce es de volumen, aumenta la
presión diastólica (Grossman y Paulus, 2013) que con el tiempo, produce un
alargamiento de los cardiomiocitos debido a la inserción en serie de nuevos
sarcómeros. Esto da lugar a la llamada hipertrofia excéntrica, donde hay un
incremento del diámetro ventricular (Lazzeroni et al., 2016) (figura 6). 






   
         
        
       
      
      
        
           
     
        
   




      
    










Ante una sobrecarga hemodinámica, ya sea de presión o de volumen, el ventrículo
responde con un aumento de la masa muscular o hipertrofia, que tiende a mantener la 
tensión sistólica de la pared ventricular dentro de los límites normales (Lazzeroni et al., 
2016). Sin embargo, la HC no se acompaña del correspondiente aumento de la
densidad capilar, por lo que a partir de un determinado momento aparece un cierto
grado de isquemia, incluso en ausencia de enfermedad coronaria (Lazzeroni et al., 
2016; Yilmaz y Sechtem, 2014). Con el tiempo, esto conduce a una pérdida de unidades
contráctiles y a un aumento de la fibrosis que deterioran aún más la función cardíaca
(Kahan y Bergfeldt, 2005; Yilmaz y Sechtem, 2014). El ventrículo dilatado tiene la
desventaja de que debe desarrollar una tensión mucho mayor que un ventrículo
normal y, por tanto, para realizar una misma cantidad de trabajo externo, consume
más oxígeno que el corazón normal (Yilmaz y Sechtem, 2014).  
2.1 Alteraciones estructurales 
La HC va siempre acompañada de una alteración en la composición y la estructura
del corazón, reflejada en la hipertrofia de los cardiomiocitos y el acúmulo de colágeno






   
 
          
     
         
             
      
       
        
         
     
          
           
 
        
      
     
      
      
      
       





2.1.1 Hipertrofia de los cardiomiocitos
La hipertrofia de los cardiomiocitos se produce en respuesta a numerosos factores
como el estiramiento mecánico, factores neuro-humorales como la aldosterona
(Catena et al., 2015; Qin et al., 2003), la endotelina-1 (Fujioka et al., 2006; Rebic et al., 
2014; Suzuki et al., 1991) o la norepinefrina (Samson et al., 2015; Waspe et al., 1990),
y citoquinas como la cardiotrofina-1 (Lopez-Andres et al., 2011; Pennica et al., 1995;
Takahashi et al., 2005; Zhou et al., 2015). Estos factores activan numerosas vías
intracelulares entre las que destacan: las proteínas Ras, Raf y Rho, activadas por
proteínas G, quinasas dependientes de calcio-calmodulina (CaMK), la vía de la
calcineurina, la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), las tirosinas quinasas Janus (JAK) y
los transductores de señal y activadores de la transcripción (STATs) (Honsho et al., 
2009; Lips et al., 2003; Somanna et al., 2015; Unsold et al., 2015; Yin et al., 2016).
La activación de estas vías intracelulares da lugar a cambios en la expresión génica
de proteínas contráctiles y al aumento de la síntesis proteica intracelular que estimula
la hipertrofia del cardiomiocito. De este modo, los cardiomiocitos incrementan su
tamaño formando nuevos sarcómeros. Sin embargo, los mecanismos que determinan
una inserción u otra no se conocen con exactitud. Probablemente, tanto los cambios
en la expresión génica como la activación de ciertas vías intracelulares, determinen el
tipo de inserción favoreciendo la unión de los sarcómeros en una u otra dirección







     
 
     
  
   
      
 
       
               
       
        
        
      
     
 
        
       
        
      
      
        
       




2.1.2 Matriz extracelular y acumulación de colágeno
La MEC del corazón es una estructura continua con una arquitectura compleja,
compuesta por proteínas estructurales (principalmente colágeno, elastina,
fibronectina y laminina) y proteínas no estructurales (como trombospondina,
tenascina, osteopontina y periostina, entre otras) (Rienks et al., 2014). 
Las proteínas estructurales más abundantes de la MEC cardíaca son el colágeno
tipo I y el colágeno tipo III (Horn y Trafford, 2015; Weber et al., 1988). Las fibras tipo I y
III son muy resistentes a las enzimas proteolíticas y pueden soportar mucha tensión. A 
su vez, las fibras de colágeno de la MEC están entrecruzadas entre sí. Estos
entrecruzamientos junto con la red formada por fibronectina, favorecen la inserción de
las fibras tipo I y III para la formación de la red extracelular de colágeno (Horn y
Trafford, 2015) (Velling et al., 2002). 
El aumento del contenido de colágeno juega un papel determinante en el
desarrollo de HC (Brilla et al., 1990; Horn y Trafford, 2015; Travers et al., 2016). Como
consecuencia del remodelado cardíaco acontecido en la HC, se producen alteraciones
estructurales que desajustan el equilibrio entre la síntesis y la degradación de las
moléculas de colágeno tipo I y III en el espacio intersticial y perivascular del miocardio
(López Salazar et al., 2006). Se ha demostrado que existe una relación estrecha entre la
HC y el contenido de colágeno miocárdico valorado mediante diagnóstico histológico






     
        
        
          
        
         
       
       
         
   
  
     
      
        
 
         
          
   
       
        
          
    
               




Uno de los factores que estimulan la síntesis de colágeno cardíaco es la 
aldosterona, siendo una de las características principales de la HC producida por el 
hiperaldosteronismo (Brilla et al., 1993; Brilla et al., 1990; Martin-Fernandez et al., 
2014b). La aldosterona estimula directamente la síntesis de colágeno en el miocardio,
principalmente a través de la activación de los fibroblastos cardíacos (Cohn y Colucci, 
2006). Éstos proliferan ante dicho estímulo y alteran su patrón de expresión génica
convirtiéndose en células tipo musculares lisas con capacidad contráctil, llamadas mio­
fibroblastos (Lighthouse y Small, 2016). Los mio-fibroblastos secretan una gran
cantidad de proteínas de MEC como colágeno tipo I y III, resultando en un aumento
desproporcionado de la cantidad de colágeno intersticial y perivascular (Lighthouse y 
Small, 2016). La proliferación de los fibroblastos cardíacos estimulada por la
aldosterona puede ser bloqueada por los antagonistas del RM, como la
espironolactona, lo que corrobora el papel de la aldosterona en la activación
patológica de los fibroblastos y su relación con el desarrollo de HC (Xie et al., 2013b). 
La red de colágeno de la MEC es una estructura dinámica en la que interactúan
procesos tanto de síntesis como de degradación en cuya regulación participan diversas
proteínas. Estas proteínas son las denominadas metaloproteasas de matriz (MMPs),
una familia de endopeptidasas extracelulares que, una vez activadas, son capaces de
degradar completamente la MEC contribuyendo al desarrollo de la fibrosis y el 
remodelado cardíaco (Castro y Tanus-Santos, 2013; Padmanabhan Iyer et al., 2016). Se
ha comprobado que la aldosterona estimula la expresión de las MMPs tipo 2 y 9 tanto
in vitro como in vivo mediante la activación del M y de la PKC, y la estimulación de la






      




   
 
     
   
          
 
 
     
       
     
    
        
       
      
          
        
          





remodelado cardíaco y el aumento de la fibrosis (Castro y Tanus-Santos, 2013; Martin-
Fernandez et al., 2014a; Somanna et al., 2015). 
2.2 Alteraciones funcionales 
2.2.1 Disfunción sistólica y diastólica
La prolongación mantenida en el tiempo de la HC, favorece la alteración
progresiva de la función sistólica y diastólica del corazón, llegando a ser patológica si el
corazón no es capaz de satisfacer las demandas metabólicas del organismo (Carreno et 
al., 2006). 
La disfunción sistólica se produce por el deterioro de la capacidad contráctil del
ventrículo izquierdo por efecto inotrópico negativo (Hobbs et al., 2002). Está
condicionada por el desacoplamiento de los mecanismos de excitación y contracción,
principalmente a cambios patológicos en los mecanismos de transducción de señales, 
lo que produce una disminución de la fuerza contráctil del miocardio. La reducción en
la contractilidad produce una disminución en la fracción de eyección por un vaciado
ventricular incompleto, lo que lleva a un aumento compensatorio en el volumen de
llenado y en la presión diastólica final, para mantener el gasto cardíaco. Sin embargo, a
la larga estos mecanismos compensatorios no son suficientes y el gasto cardíaco
disminuye (Cleland et al., 2005). En términos generales, la disfunción sistólica se






       
       
           
      
           
     
        
           




       
   
    
       
       
       
        






La disfunción diastólica comprende un comportamiento mecánico anormal del
ventrículo izquierdo debido a una disminución en la distensibilidad y a una relajación
incompleta, más lenta de lo normal (Borlaug y Kass, 2006). En la disfunción diastólica
se eleva excesivamente la presión diastólica final sin aumento en el volumen
diastólico, por tanto, dicho efecto sobre la precarga es debido exclusivamente a la
rigidez o disminución de la distensibilidad del ventrículo (Vasan y Levy, 2000). 
Inicialmente, esta alteración puede cursar sin manifestaciones clínicas aparentes y sin
afectación de la fracción de eyección, sin embargo, está asociada con una gran
morbilidad (Mandinov et al., 2000). 
.2.2.2 Insuficiencia cardíaca
La IC se define como la incapacidad del corazón para mantener una funcionalidad
adecuada que permita hacer frente a las demandas metabólicas periféricas (Francis y 
Tang, 2003). Cuando hay un aumento de las demandas metabólicas de los tejidos
periféricos, el corazón se adapta mediante variaciones en la precarga, la postcarga y la
contractilidad para poder hacer frente a dichos requerimientos. Sin embargo, algunas
patologías producen un aumento continuado de la precarga o la postcarga, así como el 
deterioro en la distensibilidad o contractilidad ventricular, lo que termina con el







     
     
     
        
           
           
         
  
    
     
      
       
          
     
 
            
          
      
       
     






En la IC se dan numerosas alteraciones relacionadas entre sí, aunque las más
características son la fibrosis y el remodelado cardíaco; la disfunción diastólica y 
sistólica; las modificaciones en la concentración de las hormonas circulantes
responsables de la vasoconstricción; la retención de líquidos y Na+; la disfunción
endotelial y la inflamación (Lazzeroni et al., 2016; Pazos-López et al., 2011; Ter Maaten
et al., 2016). A su vez, el descenso del flujo sanguíneo que se produce en la IC como
resultado de un menor gasto cardíaco estimula el aumento de la concentración
plasmática de varias hormonas vasoactivas, principalmente catecolaminas, 
angiotensina, aldosterona, vasopresina y endotelina (Parker y Thiessen, 2004; Ter 
Maaten et al., 2016; Viquerat et al., 1985; Zannad, 1995). La acción de estas hormonas
consiste en mantener la presión de perfusión periférica, pero sus efectos, mantenidos 
de manera crónica, pueden llegan a ser perjudiciales para la estructura y la función del
corazón, contribuyendo al empeoramiento de la IC (Francis y Tang, 2003; Heymes et
al., 2004; Ter Maaten et al., 2016).
La IC afecta aproximadamente al 1% de la población mayor de 40 años, doblándose
su prevalencia con cada década de edad y situándose alrededor del 10% en los
mayores de 70 años. Es la tercera causa de muerte cardiovascular y pese a las mejoras
en el tratamiento disponibles, sigue presentando una alta mortalidad y un mal 
pronóstico, con una supervivencia de alrededor del 50% en los cinco años siguientes al






      
         
   
       
            
     
     
       
        
     
        
      
     
      
       
         
    
          
      
           






La relación entre la concentración plasmática de aldosterona y la mortalidad en
pacientes con IC fue demostrada en el estudio CONSENSUS (Cooperative North
Scandinavian Enalapril Survival Study) (1987). La alta prevalencia de la IC asociada con
el hiperaldosteronismo primario y secundario, avalan el papel del exceso de
aldosterona en el daño cardiovascular y la importancia del bloqueo de sus acciones. En
el estudio RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study), el antagonista del RM
espironolactona, junto con el tratamiento estándar con inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina (IECA), β bloqueantes, digoxina y diuréticos, demostró su
efecto favorable en el manejo clínico de la IC (Pitt et al., 1999). Después de un
seguimiento de 24 meses, el estudio RALES demostró una reducción de la mortalidad
en un 30%, tanto por progresión de la enfermedad como por muerte súbita. Este 
efecto fue adicional a los ya probados de los IECA y de los β bloqueantes, como
determinantes de la mejoría del pronóstico de la IC. A su vez, el estudio EPHESUS 
(Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival
Study), demostró en 6.632 pacientes con disfunción sistólica tras infarto agudo de
miocardio (IAM), que el bloqueo temprano de la aldosterona con eplerenona, otro
antagonista del RM, acompañada de la terapia convencional, disminuía, tras
seguimiento de 16 meses, un 15% la mortalidad global, un 17% la mortalidad
cardiovascular y un 21% la muerte súbita (Hunt, 2005; Pitt et al., 2003). A los 30 días,
se demostró que la eplerenona reducía la mortalidad por todas las causas en un 32% y 











        
       
        
            
   
        
      
         
       
       
 
 
            
    
         
     




2.3 Mecanismos y factores implicados en el desarrollo de la
hipertrofia cardíaca
2.3.1 Fibrosis miocárdica
Inicialmente, la fibrosis forma parte de un proceso reparador que surge como
respuesta a la pérdida de tejido, siendo crucial para prevenir la destrucción de la
estructura tisular cardíaca frente a un daño en la misma (Travers et al., 2016; Weber et 
al., 1995). No obstante, una vez el proceso de fibrosis avanza, existe un reemplazo
progresivo de la arquitectura normal del tejido por lesiones fibróticas o cicatrización,
que pueden llegar a comprometer la funcionalidad del órgano (Lazzeroni et al., 2016;
Leask et al., 2002). Por lo tanto, a la larga, la fibrosis puede considerarse como una
alteración en el mecanismo normal de reparación donde en lugar del reemplazo del
tejido afectado por células funcionales, se depositan proteínas fibrosas de relleno que
llevan a una pérdida de función en la zona afectada (Lazzeroni et al., 2016; Leask et al., 
2002). 
En la fibrosis destaca el exceso en la producción y la consecuente acumulación de
proteínas de MEC llevada a cabo principalmente por los fibroblastos activados
(Krenning et al., 2010; Lighthouse y Small, 2016; Travers et al., 2016). En la HC, es muy
frecuente el desarrollo de una MEC desorganizada y especialmente fibrótica (Travers






       
     
          
     
 
 
        
        
   
      
      
   
   
          
         
     
      








patológicos en la señalización molecular de los cardiomiocitos, lo que progresa
generalmente al desarrollo de IC (Krenning et al., 2010; Lazzeroni et al., 2016). 
Además, el exceso de MEC desajusta el acoplamiento mecano-eléctrico de los
cardiomiocitos y aumenta el riesgo de arritmias (de Bakker et al., 1996; Pellman et al., 
2016). 
En el proceso de fibrosis miocárdica, aparte del aumento en la síntesis de proteínas
de MEC, también está implicada una alteración en la producción y señalización de
diversos factores de crecimiento (Lighthouse y Small, 2016). Los factores de 
crecimiento son moléculas peptídicas que actúan de manera local, aisladamente o en
combinación, promoviendo la síntesis de proteínas y la supervivencia celular a través 
de la interacción con receptores específicos de membrana y la activación de proto­
oncogenes (Bhattacharyya et al., 1994; Lighthouse y Small, 2016). Entre los diversos
factores de crecimiento descritos en la literatura, destacan por su capacidad de inducir
fibrosis cardíaca: el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF); el factor
de crecimiento para fibroblastos básico (FGFb); el factor-1 de crecimiento similar a la
insulina (IGF1); la endotelina tipo 1 (ET1); el factor de crecimiento transformante beta







        
 
           
    
          
         
      
     
 
          
          
         
    
              
        
     
    
      
   
      





2.3.1.1 Factor de crecimiento de tejido conectivo, CTGF
El CTGF es producido y secretado en multitud de órganos como en el corazón,
cerebro, placenta, hígado, pulmón, músculo, endotelio, riñón y páncreas, siendo más
abundante en el riñón (Kubota y Takigawa, 2015; Oemar y Luscher, 1997). Las
funciones del CTGF comprenden la proliferación y diferenciación celular, la adhesión
celular, la angiogénesis y la síntesis de proteínas de MEC como la fibronectina y
diferentes tipos de colágenos (Kubota y Takigawa, 2015; Oemar y Luscher, 1997).
El TGF es el principal inductor del CTGF (Lee et al., 2015), pero también se ha
observado que otros factores como el estrés mecánico, la AII y la aldosterona
estimulan la expresión del CTGF cardíaco (Lee et al., 2015; Martin-Fernandez et al., 
2014a). Por otro lado, se ha descrito que las especies reactivas de oxígeno (ROS) 
aumentan su expresión (Liu et al., 2010; Park et al., 2001; Tsai et al., 2015) y por tanto,
los antioxidantes pueden bloquear dicho efecto en la producción del CTGF (Yu y
Welge-Lussen, 2013). En las alteraciones cardíacas que cursan con una marcada
fibrosis intersticial, generalmente hay un aumento en la expresión del CTGF y por 
tanto, en la producción de proteínas de MEC (Daniels et al., 2009; Liu et al., 2010). La
sobreexpresión del CTGF está mediada por una red compleja de interacciones
moleculares, donde participan las proteínas Smad, la PKC, y la vía MAPK/ERK (Leask, 








       
      
      
        
  
    
              
   
    
     
     
 
     
        
       
              
     
        
    





La respuesta inflamatoria está mediada por las citoquinas. Las citoquinas son 
péptidos de pequeño tamaño que median la activación, proliferación y migración
celular a través de la unión a sus receptores de membrana. Entre otras funciones,
intervienen en los procesos de reparación tisular, sin embargo, la excesiva producción 
de citoquinas puede conducir a situaciones patológicas. Dentro de este grupo de
mediadores de la inflamación se incluyen: las interleuquinas (IL), los factores de
necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN) y los factores estimuladores de colonias
(Colombo et al., 2012; Masiha et al., 2013; Neri et al., 2015; Smeets et al., 2008; Van
der Meide y Schellekens, 1996). Las citoquinas se producen en múltiples tipos celulares 
como los cardiomiocitos, macrófagos, mastocitos, fibroblastos, hepatocitos, 
adipocitos, células endoteliales y células de músculo liso vascular (CMLV) entre otros 
(Colombo et al., 2012; Galkina y Ley, 2009; Neri et al., 2015).
La aldosterona está asociada con un proceso inflamatorio donde las citoquinas
juegan un papel muy importante. Así, en situaciones donde existe un exceso de 
aldosterona, hay un aumento de linfocitos T activados y de macrófagos. Estos tipos
celulares van a generar gran cantidad de citoquinas, siendo el TNFα, la IL6 o el IFNγ las 
más representativas (Gilbert y Brown, 2010; Munoz-Durango et al., 2015). Numerosos
estudios relacionan la sobreactivación del RM con el aumento en la expresión de
citoquinas pro-inflamatorias y con el infiltrado y adhesión de células del sistema






     
 
      
       
     
      
 
 
       
 
      
    
      
       
 
        
        
         
     
    
       





fibrosis (Gilbert y Brown, 2010; Munoz-Durango et al., 2015). La aldosterona es un
potente activador del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NFκβ), un importante factor de transcripción pro-inflamatorio
(Johar et al., 2006). La activación de NFκβ por la aldosterona induce la producción de
moléculas de adhesión como la proteína quimio-atrayente de monocitos tipo 1 (MCP1)
y citoquinas pro-inflamatorias como IL6, entre otras (Gilbert y Brown, 2010; Pacurari et 
al., 2014).
2.3.2.1 Cluster de diferenciación 68, CD68
El CD68 es una glucoproteína que se expresa específicamente en la membrana
plasmática de los macrófagos, siendo uno de los marcadores más utilizados a la hora
de valorar la presencia de estas células del sistema inmune, fundamentales en el 
proceso de inflamación (Di Gregorio et al., 2005; Fink et al., 2014; Paulsen et al., 2013).
Se ha demostrado que un exceso de aldosterona está relacionado con el desarrollo
de lesiones de origen inflamatorio en el miocardio hipertrófico, donde existe un
aumento en la infiltración de macrófagos en el tejido (Yoshida et al., 2005). Además,
los macrófagos son células efectoras indispensables en el proceso de remodelado y 
fibrosis. Por un lado, suponen la principal fuente de muchos tipos de MMPs y por otro
lado, son células muy importantes en la producción de TGFβ y por tanto, activan a







       
 
      
     
        
        
      
       
          
   
    
        
          
           
 
      
 
       
            
      
        
   




2.3.2.2 Factor de necrosis tumoral alfa, TNFα
El TNFα es una citoquina que posee múltiples efectos, como la activación del factor
NFκβ, formando parte de la respuesta inflamatoria (Parameswaran y Patial, 2010;
Warren et al., 1988). Se ha demostrado un incremento de la expresión cardíaca del
TNFα en situaciones patológicas como la HC, la disfunción del ventrículo izquierdo y el
edema pulmonar, donde se ha relacionado con un efecto inotrópico negativo y la
apoptosis de los cardiomiocitos (Madonna et al., 2014; Sun et al., 2007; Yokoyama et
al., 1997). Todo ello hace suponer que la sobreexpresión de esta citoquina en el
miocardio está asociada a la infiltración de macrófagos y está contribuyendo al
remodelado cardíaco y la disfunción progresiva del ventrículo izquierdo que tienen
lugar en la IC. Así mismo, se ha comprobado que la elevación de los niveles circulantes
del TNF , junto con niveles altos de aldosterona en plasma, son característicos en el
desarrollo de la IC (Deswal et al., 2001; Madonna et al., 2014; Pacurari et al., 2014). 
2.3.2.3 Óxido nítrico sintasa inducible, iNOS
El óxido nítrico (NO) participa en una amplia variedad de procesos, entre los que
destacan la vasodilatación, el control de la presión sanguínea y la neurotransmisión
(Zamora et al., 2000). Además, está implicado en los mecanismos inmunes de daño
tisular, actuando como mediador pro-inflamatorio y apoptótico, fundamentalmente
por sus características como radical libre (Moncada, 1999; Pham-Huy et al., 2008). El 






     
       
     
      
     
         
      
           
         
           
    
        
          
         
      
       
       
      
    






sintasas (NOS), entre las cuales se encuentra la NOS inducible o iNOS. La iNOS es la
enzima responsable del papel del NO en los procesos inflamatorios, mientras que el
resto de NOS son consideradas protectoras o antiinflamatorias como la NOS endotelial
o eNOS. En el corazón, la eNOS está relacionada con el mantenimiento de la perfusión
coronaria y la regulación de la contractilidad cardíaca (Kojda y Kottenberg, 1999;
Rafikov et al., 2011), mientras que la iNOS ha sido implicada en la inhibición de la
contractilidad (Kojda y Kottenberg, 1999; Rafikov et al., 2011; Zaragoza et al., 1998). 
Todas las NOS producen NO, sin embargo, el efecto es diferente según el tipo de
enzima implicada debido a la cantidad de NO que son capaces de producir. Así, en el
caso de la eNOS, la concentración de NO liberado es del orden nanomolar, lo que está
dentro del rango fisiológico; sin embargo, en el caso de la iNOS, puede llegar a alcanzar
concentraciones micromolares, lo que está asociado a procesos patológicos, como la
disminución en la síntesis de ATP y la inhibición de los canales de calcio dependientes
de voltaje tipo L (Gonzalez-Cadavid y Rajfer, 2005; Hu et al., 1997; Kojda y Kottenberg,
1999; Soskic et al., 2011). Los cardiomiocitos expresan normalmente tanto la eNOS 
como la iNOS, sin embargo, la expresión de la iNOS en este tipo celular está asociada a
un proceso inflamatorio, ya que está fuertemente estimulada por las citoquinas pro-
inflamatorias TNFα, IL6 e IFNγ (Rastaldo et al., 2007) lo que acentúa el papel de la







          
      
        
     
      
          
       




        
     
        
        
         
         
     







El papel de la aldosterona en la producción de NO a través de la iNOS aún no está
claro, existiendo datos contradictorios. Así, algunos autores han observado in vitro que
la aldosterona es un factor inhibidor de la iNOS en los cardiomiocitos (Chun et al., 
2003), mientras que otros investigadores han demostrado un aumento de la expresión
de la iNOS cardíaca en modelos animales de HC (Somers et al., 2008). Así mismo, se ha
demostrado que el bloqueo in vivo del RM disminuye la expresión de la iNOS cardíaca
en modelos de HC (Kobayashi et al., 2006) y en los riñones de ratas con
hiperaldosteronismo (Martin-Fernandez et al., 2016). 
2.3.3 Alteraciones iónicas en el miocardio
El desarrollo de HC viene acompañado con frecuencia del desajuste en la 
homeostasis iónica de sodio, potasio y calcio principalmente, viéndose alteradas las
corrientes iónicas necesarias para el correcto funcionamiento del ciclo de relajación-
contracción, lo que contribuye a la disfunción ventricular y a la aparición de arritmias
(Menick et al., 2007; Mraiche et al., 2011).  Dicho desajuste en la homeostasis iónica es
consecuencia de cambios en la expresión y actividad de proteínas clave en el
transporte iónico del cardiomiocito como el NHE1, el Cav1.2, la bomba Na
+/K+ ATPasa y






        
 
       
    
         
         
     
       
          
          
  
         
           
        
         
        
     
      
      






2.3.3.1 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1
El NCX1 es una proteína integral de membrana implicada en el restablecimiento de
la concentración intracelular de calcio ([Ca 2+]i) tras cada contracción. Transporta 3
iones sodio hacia el interior de la célula intercambiándolos por 1 ion calcio, que sale
fuera de ella. De esta manera, una vez se ha producido la contracción, la célula expulsa
el exceso de calcio intracelular residual que no ha sido recaptado por el retículo
endoplasmático (Bers et al., 2003). Además, el NCX1 puede actuar en modo reverso,
expulsando sodio e introduciendo calcio, dependiendo del potencial de membrana y 
las concentraciones intracelulares y extracelulares de sodio y de calcio. Así, una [Ca 2+]i 
elevada favorece el modo normal y por tanto la salida de calcio y la entrada de sodio, 
mientras que una alta concentración de sodio intracelular ([Na+]i) favorece el modo
reverso, expulsando sodio a cambio de la entrada de calcio (Bers, Barry et al. 2003). 
Esta propiedad hace del NCX1 una proteína fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis iónica, pudiendo adaptar su modo de acción según las necesidades. En el
ciclo de contracción-relajación, el NCX1 expulsa exactamente la misma cantidad de
calcio que entra al cardiomiocito a través de los canales de calcio Cav1.2; alrededor de 
8 µmol/L por citosol (Bers, 2001). Por lo tanto, pequeños cambios en la actividad del
NCX1 alteran significativamente la homeostasis del calcio (Bers, 2001; Menick et al., 






      
       
      
     
        
           
     
       
       
   
 
        
 
      
    
         
 
           
         
          
        
      




Numerosas evidencias muestran un aumento en la expresión del NCX1 cardíaco en
diferentes modelos animales y en pacientes con HC (Hasenfuss et al., 1994; He et al., 
2015; Hobai y O'Rourke, 2001; Menick et al., 2007; Pogwizd et al., 1999). Dicha
sobreexpresión podría tener un efecto en las corrientes de calcio que contribuyan a la
disfunción diastólica y aumenten el riesgo de arritmias (He et al., 2015; Menick et al., 
2007). Además, el hecho de que la homeostasis iónica esté alterada, afecta a la
actividad de enzimas muy importantes en la fisiología cardíaca que regulan a su vez
proteínas transportadoras de iones y factores de transcripción, favoreciendo aún más
el desequilibrio iónico y sus consecuencias patológicas. Entre estas enzimas, destaca la
quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2 (CaMKII).
2.3.3.2 Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2, CaMKII
La CaMKII es una serina-treonina quinasa compuesta por doce monómeros, cada
uno de los cuales están formados a su vez por tres dominios: catalítico, regulador y de 
asociación (figura 7). Esta quinasa está implicada en la regulación de la actividad de
numerosos canales iónicos y proteínas transportadoras de sodio, potasio y calcio
(como el Cav1.2) por medio de fosforilación, siendo clave en la electrofisiología
cardíaca y el acoplamiento EC (Anderson et al., 1994; Cipolletta et al., 2015; Wagner et
al., 2006). La CaMKII es extremadamente sensible a los cambios en la concentración de
calcio, actuando como un sensor indirecto de la [Ca2+]i al unir la proteína calmodulina
Ca2+únicamente cuando ésta ha unido a su vez (formando calcio-calmodulina) 






      
    
    
 
       
  
      
 
      
      
      
       
  
       
     
       
         
        
    
           




prácticamente nula ya que los dominios catalíticos permanecen auto-inhibidos por
unión a los dominios reguladores del monómero adyacente, permaneciendo plegados 
unos sobre otros (Anderson et al., 2011). 
Figura 7. Calcio-calmodulina quinasa tipo 2, CaMKII. Esquema de la estructura formada por sus 12 
monómeros. Detalle de uno de los monómeros, mostrando sus tres dominios y la posición relativa de los
residuos susceptibles a la oxidación (280-281) y auto-fosforilación (286). 
La actividad de la CamKII puede ser modificada por cambios en el equilibrio iónico
y redox celular (Erickson, 2014). Así, por ejemplo, una [Ca2+]i anormalmente alta,
sobreactiva a su vez a la calcio-calmodulina que permanece anclada más tiempo y en
más monómeros a la CaMKII, lo que promueve su auto-fosforilación en el residuo
treonina 286 de los dominios reguladores (Erickson, 2014) (figura 7). Esta auto­
fosforilación de la CaMKII hace que la actividad de la misma aumente en gran medida
(Anderson et al., 2011; Erickson, 2014). Por otro lado, un ambiente celular pro-
oxidante sostenido promueve la oxidación de las metioninas 280 y 281 del dominio
regulador, aumentando la actividad de la CaMKII (Erickson et al., 2008; Luczak y
Anderson, 2014) (figura 7). Entre los factores que alteran la actividad de la CaMKII
mediante oxidación se encuentra la aldosterona, que promueve de esta manera la
sobreactivación de la quinasa, resultando en un aumento de la apoptosis, la aparición






         
      
        
            
      
         
        
        
          
        
   
 
    
 
          
      
    
     







El aumento en la actividad de la CaMKII promovido por el incremento en la [Ca2+]i 
está directamente relacionado con el desarrollo de HC e IC (Anderson et al., 2011). La 
sobreactivación de la CaMKII promueve a su vez la activación de diversos factores de
transcripción que regulan la expresión de genes implicados en el desarrollo de la HC 
mediante el denominado acoplamiento excitación-transcripción (ET) (Bers, 2011). 
Estudios previos realizados en animales que sobreexpresaron CaMKII en el corazón y
desarrollaron HC demostraron que la inhibición de la quinasa por medio de drogas,
péptidos o deleción génica, frenó el avance de la HC (Anderson et al., 2011; Cipolletta
et al., 2015). Adicionalmente, se ha observado que la CaMKII está aumentada en el
miocardio hipertrofiado de pacientes con esta patología (Anderson et al., 2011;
Cipolletta et al., 2015). 
2.3.4 Oxidación miocárdica
El proceso de oxidación se produce por un aumento exacerbado de los mediadores
de oxidación, que llevan al denominado estrés oxidativo. Existen numerosas evidencias
que apuntan al estrés oxidativo como uno de los mecanismos más importantes
acontecido durante el proceso de remodelado que da lugar al desarrollo de HC e IC






     
 
 
    
         
       
           
         
    
      
      
    
 
      
 
     
     
    
        
     
      
        






Químicamente, la oxidación se define como la pérdida de uno o más electrones de 
una molécula. Los radicales libres son especies químicas que han perdido al menos un
electrón, dejando desapareado o libre, otro. El electrón desapareado tiene la 
propiedad de ser extremadamente inestable y por tanto hace que la molécula sea muy
reactiva. Este electrón libre tiende a aparearse rápidamente con otro electrón de
cualquier otra molécula para estabilizarse, alterando así, la estructura y función de
dicha molécula (Pham-Huy et al., 2008). A pesar de su reducida vida media, estas
reacciones se producen frecuentemente en cadena, lo que supone una amplificación
del daño (Pham-Huy et al., 2008).
2.3.4.2 Especies reactivas de oxígeno y estrés oxidativo
En su gran mayoría, los radicales libres provienen del oxígeno, tomando la 
denominación genérica de especies reactivas de oxígeno o ROS por sus siglas en inglés. 
El oxígeno molecular tiene dos electrones desapareados en los orbitales moleculares
más externos, sin embargo, químicamente es bastante estable. El oxígeno puede ser
reducido por cuatro transferencias sucesivas de un electrón, dando lugar a los
radicales libres anión superóxido (•O2
-) e hidroxilo, así como a la especie no radical, 
peróxido de hidrógeno (H2O2). Este proceso se denomina reducción univalente del
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Figura 8. Reducción univalente del oxígeno.
Una de las ROS más importantes por sus acciones biológicas es el NO. El NO es un
radical libre que a concentraciones elevadas (por ejemplo, en la sobreestimulación de
la iNOS), está implicado en procesos de daño celular relacionados con la inflamación. 
Sin embargo, dicha acción patológica no puede ser atribuida exclusivamente a la
molécula de NO, ya que su capacidad reactiva es mucho menor que, por ejemplo, la de
•O2
- (Beckman y Koppenol, 1996). Sin embargo, el NO puede combinarse con el •O2
­
formando peroxinitrito (ONOO−). Este compuesto, aunque no es un radical libre, es
mucho más reactivo que el anión superóxido y que el NO por separado y ha sido
señalado como el verdadero responsable de la acción perjudicial del exceso de NO
(Beckman y Koppenol, 1996). El peroxinitrito, por medio de reacciones oxidativas,
altera la estructura y por tanto la función de lípidos, ADN y proteínas, lo que lleva a 
cambios patológicos en la señalización celular, agravando el daño oxidativo y
produciendo necrosis y apoptosis. La generación de peroxinitritos representa un
mecanismo patogénico crucial en condiciones como el IAM, la HC, la IC, el cáncer y las






        




   






   
 
 
   
   
 
  








   

































A continuación se describen brevemente las principales ROS que se encuentran en
los sistemas biológicos (tabla 1). 
RADICALES LIBRES
ESPECIES REACTIVAS FÓRMULA FORMACIÓN
Radical superóxido .O2 
- Reducción de un electrón del O2 en 
estado basal
Radical hidroperoxilo
HOO · Protonación del radical superóxido
Radical hidroxilo · OH
Reducción de un electrón del peróxido
de hidrógeno y reducción de 3
electrones del O2 en estado basal
Óxido nítrico o monóxido
de nitrógeno
NO Reducción de un electrón del nitrito
Radical alcoxilo RO · 
Reducción de un electrón del 
hidroperóxido
Radical peroxilo ROO · 
Oxidación de un electrón del 
hidroperóxido
ESPECIES NO RADICALES
ESPECIES REACTIVAS FÓRMULA FORMACIÓN
Peróxido de hidrógeno H2O2 
Reducción de 2 electrones del O2 en 
estado basal, seguida de protonación
del ión peróxido




Autooxidación y oxigenación con O2 de
compuestos insaturados
Ácido hipocloroso HClO Hidrólisis del cloro molecular
Ozono O3 
Oxidación de O2 en estado basal con
oxígeno atómico formado por fotolisis 
del oxígeno molecular en estado basal






           
      
 
     
          
        
      
      
    
       
   
 
      
 
      
    
         
    
 
         
      





El estrés oxidativo se produce cuando el exceso de especies reactivas oxidantes
generado supera la capacidad celular de neutralizar este tipo de moléculas inestables y
altamente reactivas, por medio de los sistemas antioxidantes endógenos. La 
generación de especies reactivas forma parte de procesos fisiológicos, como por
ejemplo la fosforilación oxidativa, donde alrededor de un 2% del oxígeno empleado
por la mitocondria no es reducido completamente, y se escapa del sistema en forma
de •O2
- y H2O2, siendo además importante en el control redox normal de algunas rutas
de señalización molecular (Sawyer et al., 2002). Sin embargo, el exceso de especies
reactivas resulta en disfunción celular, déficit energético, peroxidación lipídica y 
mutagénesis en el ADN, que pueden llevar a daños irreversibles e incluso a la muerte
celular (Murdoch et al., 2006).
2.3.4.3 Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa, NADPHox
La NADPHox cataliza la reacción de transferencia de un electrón desde el cofactor
NADPH hasta el oxígeno para generar •O2
- durante el proceso de defensa activa del
organismo frente a la infección por bacterias y hongos (Montezano y Touyz, 2012). 
Esta enzima también está presente en diversos tipos celulares como el endotelio, las
plaquetas, los fibroblastos, los cardiomiocitos, las células mesangiales y el cuerpo
carotídeo, siendo considerada actualmente como la principal fuente de •O2
- en el 
sistema cardiovascular (Jones et al., 1996; Meier et al., 1991; Montezano y Touyz,






   
         
       
     
     
    
        
           
       
     
     
          
      
      
      
      
  
        
         







Cada NADPHox contiene una subunidad catalítica transmembrana denominada
gp91phox o Nox, existiendo 5 isoformas descritas (Nox 1-5), que son codificadas por
genes distintos (Lambeth, 2004). Cada subunidad Nox forma un heterodímero con la
subunidad transmembrana p22phox, constituyendo un núcleo catalítico
heterodimérico (o citocromo b558) donde ocurre la transferencia de electrones del
NADPH al oxígeno resultando, como se ha indicado, en la formación de •O2
-. La 
subunidad p22phox es importante ya que sin su participación, la actividad de la
NADPHox se ve anulada (Sardina et al., 2010; Ushio-Fukai et al., 1996). La función
principal de esta subunidad es la de estabilizar la subunidad Nox y favorecer las 
uniones entre la subunidad Nox y las subunidades citosólicas p47phox y p67phox
(Dahan et al., 2002). Esta subunidad se expresa a bajos niveles en situaciones
fisiológicas pero en condiciones fisiopatológicas como en la HTA, la arterioesclerosis, la
HC y la IC se produce un aumento de expresión inducido por factores tanto
hemodinámicos como humorales, jugando un papel fundamental en la generación de
ROS asociado a enfermedad (Li et al., 2002). Por ejemplo, se ha demostrado que la
tensión por estiramiento de la pared vascular es capaz de aumentar la expresión de la 
p22phox (Birukov, 2009). Respecto a los factores humorales hay diversas sustancias 
implicadas en el aumento de la expresión de esta subunidad como la AII (Cediel et al., 
2003; Sardina et al., 2010) o la aldosterona, que activa su transcripción directamente








   
   
    
   
    
       
        
       
         
       
      
       
   
 
      
          
   
     







El exceso de especies reactivas produce una serie de cambios en la estructura y
propiedades químicas de las distintas macromoléculas alterando su función, siendo
por tanto, altamente perjudiciales (Ahmad et al., 2013). A nivel celular, existe una
batería de mecanismos de defensa para protegerse de la acción de dichas especies,
generalmente conocidos como enzimas antioxidantes. Dichas enzimas actúan evitando
la formación de las ROS, neutralizándolas o facilitando la reparación del daño inducido.
Entre las más importantes destacan la superóxido dismutasa tipo 1 (SOD1), que
constituye la primera línea de defensa enzimática frente a la producción de anión
superóxido, catalizando la dismutación del superóxido en peróxido de hidrógeno y
oxígeno molecular; la glutatión peroxidasa, que cataliza la reducción del peróxido de
hidrógeno y los peróxidos orgánicos a agua junto con la oxidación del glutatión, y la
catalasa, que cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno en agua (Ahmad et
al., 2013; Douiri et al., 2016). 
Además de los sistemas antioxidantes endógenos, existen compuestos naturales
con un alto poder antioxidante que son aportados al organismo mediante la ingesta
de, sobre todo, vegetales y sus productos derivados. Entre los antioxidantes naturales
más importantes destacan, tanto por su ubicuidad como por sus propiedades









       
       
       
    
               
 
 
     
 
    
          
          
      
    
    
    
        
     
       







Los polifenoles son los compuestos bioactivos antioxidantes más abundantes en la
dieta y se les han atribuido efectos beneficiosos frente al desarrollo de diversas
enfermedades asociadas al estrés oxidativo, como el cáncer y las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Quinones et al., 2013; Scalbert et al., 2005), 
por lo que han despertado un gran interés desde el punto de vista científico y
nutricional.
3.1.1 Estructura y propiedades químicas del fenol
Las propiedades como antioxidantes de los polifenoles se deben a su estructura
química fundamental, el fenol (Flora, 2009). Éste está formado por un anillo de
benceno unido a un grupo hidroxilo (OH) (figura 9). El anillo de benceno está
constituido por seis átomos de carbono unidos entre sí mediante enlaces dobles y
simples alternos, configurándose en un plano. Sin embargo, los electrones de los
dobles enlaces del anillo de benceno no son estáticos, ya que pueden moverse
libremente alrededor de un enlace a otro: se dice que están deslocalizados, y se
representan como un círculo dentro del esqueleto de carbono (figura 9). Esta
propiedad hace que dichos electrones puedan donarse con facilidad, pero a la vez,
sean estables debido al fenómeno de deslocalización electrónica (Beecher, 2003;









         
       
       
        
       
   
     
         
       
        
         
     
       
      






Figura 9. Estructura química del fenol.
Gracias a la deslocalización electrónica del anillo de benceno y al grupo hidroxilo,
los polifenoles tienen una acción antioxidante potente, que se da mediante dos
mecanismos: reacción SET (single electron transfer) y reacción HAT (hydrogen atom 
transfer). En la reacción SET, debido a la gran reactividad como donante de electrones
desde el anillo de benceno, los polifenoles ceden electrones a los radicales libres con
electrones desapareados. De esta manera, al haber ganado un electrón, el radical libre
pasa a tener todos sus electrones apareados y se estabiliza, perdiendo su capacidad
reactiva. En la reacción HAT, los polifenoles ceden un átomo de hidrógeno (esto es, un
electrón con su protón) desde sus grupos hidroxilo, con lo cual el radical libre se
estabiliza de igual manera que en la reacción SET, pero ganando un átomo de
hidrógeno (Choe y Min, 2006). Como resultado de ambas reacciones, el polifenol se
oxida formando a su vez un radical que, a diferencia de los radicales libres pro-
oxidantes y reactivos, son estables, debido fundamentalmente a que el electrón
desapareado queda deslocalizado gracias a la resonancia del anillo de benzeno (Choe








       
     
       
    
        
           
      
   
 
         
   
       
       
   
   
   
 
         
         
         




3.1.2 Tipos de polifenoles
Se han descrito más de 8.000 polifenoles distintos que pueden clasificarse en
diferentes grupos en función del número de grupos fenólicos que contienen y el tipo
de sustituyente unido a ellos. Las principales clases de polifenoles, por ser los más
ampliamente distribuidos en los alimentos son: flavonoides, ácidos fenólicos,
estilbenos y lignanos (Manach et al., 2004) (figura 10). Los polifenoles también pueden
aparecer en formas conjugadas con uno o más restos de azúcares unidos a grupos
hidroxilo o directamente al anillo aromático, aunque también pueden encontrarse
asociados a otros compuestos (Manach y Donovan, 2004). 
El tipo de polifenoles más abundante en los vegetales son los flavonoides,
habiéndose identificado más de 4.000 compuestos diferentes (Birt y Jeffery, 2013). Su
principal característica estructural es la de poseer 2 anillos de benceno que están
ligados entre sí formando generalmente un heterociclo oxigenado (figura 10). En
función de sus características estructurales, los flavonoides pueden dividirse en
isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas y flavanoles (Manach et al., 
2005) (figura 10). 
A su vez, los flavanoles (también llamados flavan-3-oles) han destacado en los
últimos años debido a la relación entre su consumo y una mejor salud cardiovascular
(Basu et al., 2010; Vogiatzoglou et al., 2014). Dentro del grupo de los flavanoles, se

















      
      





genérica, al ser ésta la antocianidina más abundante), y sus polímeros, denominados 
proantocianidinas (figura 10).
Figura 10. Clasificación y estructura de los polifenoles. Tipos de flavonoides y estructura de los
flavanoles. OPCs, proantocianidinas oligoméricas; PPCs, proantocianidinas poliméricas.
3.2 Proantocianidinas
3.2.1 Clasificación de las proantocianidinas
Las proantocianidinas son un tipo de flavanol polimérico constituido por unidades
de antocianidinas. Se clasifican a su vez en proantocianidinas oligoméricas u OPCs, 






      
      
    
         
         
        
       
 
 
          
        
 
 
      
          
   




proantocianidinas poliméricas o PPCs, también llamadas taninos condensados
(formados por seis o más antocianidinas) (de la Iglesia et al., 2010). Las
proantocianidinas pueden presentar una estructura homogénea, constituida por
unidades de una única antocianidina, o ser mixto; sin embargo, por ser las más
comunes en todos los vegetales, destacan ampliamente las procianidinas, un tipo de
proantocianidina cuya unidad monomérica o antocianidina recibe el nombre de
catequina o epi-catequina, según su isomería (Prior y Gu, 2005) (figura 11).
Figura 11. Estructura genérica de las antocianidinas y tipos más comunes de proantocianidinas y sus
antocianidinas constitutivas, según el sustituyente en R y R’. a, sólo formadas por unidades de
(epi)catequina; b, formadas por al menos una unidad diferente a (epi)catequina.
Dentro de las OPCs con mayor actividad biológica, destacan las proantocianidinas
diméricas. Éstas pueden ser de tipo A o B, según el tipo de unión entre los monómeros
de antocianidinas. En las de tipo B, las antocianidinas se encuentran unidas por el 






      
    
      
   
       
    
          
        
   
     












tipo A, además de encontrarse el anterior enlace, existe una unión adicional entre el
C2 y el hidroxilo del C7, principalmente (figura 12) (Hummer y Schreier, 2008). Las 
proantocianidinas de tipo B se encuentran en muchas especies de plantas, como
semillas de uva, manzana, cacao, corteza de pino, etc., mientras que son escasas las 
fuentes naturales en las que se han identificado proantocianidinas de tipo A. Las
proantocianidinas de tipo A son más resistentes a la despolimerización que las de tipo
B, por lo que su acción biológica como dímero es más duradera (Gu et al., 2003). A su
vez, según el tipo de isómeros constituyentes, las proantocianidinas tipo A se clasifican
en A1 (epi-catequina-(2-O-7, 4-8)-catequina) y A2 (epi-catequina-(2-O-7, 4-8)-epi­
catequina), habiendo hasta ocho tipos distintos de proantocianidinas tipo B, siendo la
B1 (epi-catequina-(4-8)-catequina) y la 2 ((−)-epi-catequina-(4-8)-(−)-epi-catequina),
las más representativas (Ou et al., 2012).









        
    
      
        
              
       
     
     
          
 
        
  
     
        
      
       
    
      
         




3.2.2 Efectos beneficiosos de las proantocianidinas
La capacidad de las proantocianidinas para disminuir el estrés oxidativo y la 
inflamación ha sido estudiada extensamente. Estudios in vitro e in vivo han mostrado
que estos polifenoles reducen la concentración de ROS y la producción de NO (Kruger
et al., 2014), teniendo una capacidad antioxidante superior a la vitamina C y E (Joshi et
al., 2001). Este efecto viene acompañado de un aumento en la actividad de enzimas 
clave en la respuesta frente al estrés oxidativo, como son la SOD1 y la catalasa (Chiang
et al., 2006) teniendo además, un efecto inhibidor de enzimas pro-oxidantes como la
NADPHox (Alvarez et al., 2012). Así mismo, las proantocianidinas han mostrado tener
un efecto inmuno-regulador, disminuyendo los niveles séricos del MCP1, así como del
TNFα y la IL-10, en modelos de inflamación crónica y de obesidad (Prior et al., 2009). 
Se ha demostrado tanto en modelos animales como en humanos, que las
proantocianidinas ejercen múltiples efectos beneficiosos más allá de sus características
como antioxidantes (comunes a todos los polifenoles), como por ejemplo, propiedades
anticancerígenas, antimicrobianas (como la inhibición de la adhesión bacteriana al
tracto urinario), antivirales y neuroprotectoras (Bagchi et al., 2000; Foo et al., 2000; Lin
et al., 2002). Igualmente, numerosos estudios epidemiológicos apuntan a que las 
proantocianidinas tienen importantes efectos beneficiosos tanto en la prevención
como en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Bagchi et al., 2003). En
este sentido, a nivel vascular se ha demostrado que las proantocianidinas inhiben la






   
        
   
        
      
 
     
      
   
        
         
        
   
    
      
 
    
 
        
        
     
      




antitrombótica, mejoran la vasodilatación, previenen la disfunción endotelial y 
disminuyen la PA (Cassidy et al., 2011; Kruger et al., 2014). Así mismo, mejoran el perfil
lipídico y reducen el riesgo de aterosclerosis al disminuir los niveles de LDL y aumentar
los niveles de HDL, además de reducir la absorción lipídica intestinal y los niveles de
VLDL, tanto en humanos como en animales (Blade et al., 2010). 
La suplementación de extractos ricos en proantocianidinas han demostrado ser
beneficiosos en modelos de IAM, mejorando la función cardíaca, reduciendo el tamaño
de la zona infartada y disminuyendo la fibrilación ventricular y taquicardia post-infarto
(Bagchi et al., 2003). En modelos animales de HC, dichos extractos mejoraron los 
parámetros hemodinámicos, disminuyeron la hipertrofia, la expresión de MMPs, el
remodelado cardíaco así como la fibrosis y la apoptosis miocárdica (Zuo et al., 2011). 
Los datos recogidos en la literatura sugieren un papel cardioprotector de las 
proantocianidinas que podría estar relacionado directamente con una menor
incidencia de enfermedad cardiovascular (Kruger et al., 2014).
3.2.3 Mecanismos de acción de las proantocianidinas
Varios estudios han demostrado que las proantocianidinas interaccionan con un
amplio espectro de dianas moleculares claves en el funcionamiento de la célula, que
explicarían los efectos beneficios comentados anteriormente. Entre dichas dianas, 
destacan la modulación de vías moleculares como la vía MAPK/ERK; la actividad de






          
       
      
    
    
     
 
     
 
   
   
 
            
       
           
       
     
  
       
      




PPARs o el Nrf2, implicados en el metabolismo de los ácidos grasos y la respuesta
antioxidante respectivamente, o la inhibición de factores relacionados con la
inflamación crónica y la enfermedad cardiovascular, como el caso de NFκβ (Fraga y
Oteiza, 2011; Williams et al., 2004). Además, las proantocianidinas tienen la capacidad
de modular la expresión de importantes genes implicados en la supervivencia celular,
como Bax, Bcl2, p53 y c-myc (Fraga y Oteiza, 2011; Williams et al., 2004). 
Bloqueo del receptor de mineralocorticoides
Uno de los mecanismos de acción descritos para los efectos beneficiosos cardiacos
de las proantocianidinas es el bloqueo del RM. 
En un estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo de investigación realizado
en un modelo de HC producido por aldosterona en ratas, se observó que el
tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas procedente de la piel de 
almendras mejoraba la función cardíaca y disminuía la expresión del SGK1 así como la
expresión del RM en células estimuladas con aldosterona (Martin-Fernandez et al., 
2014a). Así mismo, los efectos beneficiosos encontrados fueron comparables a los
obtenidos con el tratamiento con el antagonista del RM clásico, espironolactona.
Dichas evidencias sugieren que los efectos beneficiosos cardiacos podrían deberse a








































































































































     
    
   
          
      
     
    
        
      
         
            
        
        
    
              
       
     
    
  






III. Justificación, hipótesis y objetivos
1. JUSTIFICACIÓN
Numerosos estudios han demostrado que los niveles elevados de aldosterona
están relacionados con el desarrollo de hipertensión arterial, hipertrofia e insuficiencia
cardíaca, promoviendo mecanismos como el estrés oxidativo, la inflamación, la fibrosis 
y el desequilibrio iónico. En el riñón, la aldosterona activa el RM induciendo la 
expresión del factor SGK1, de los transportadores de sodio y potasio, ENaC y ROMK, y
de la Na+/K+ATPasa, estimulando en consecuencia la reabsorción renal de sodio y la
excreción de potasio. Se ha demostrado que la aldosterona estimula la expresión
cardíaca del SGK1, sin embargo sus efectos sobre los transportadores iónicos cardíacos 
demostrados a nivel renal no han sido estudiados en el corazón. Además, la activación 
del RM cardíaco por la aldosterona promueve cambios en la expresión y/o actividad de
proteínas implicadas en el transporte de sodio y calcio como el NHE1, Cav1.2, NCX1 y
CaMKII, lo que está relacionado con un equilibrio iónico desajustado. En estudios
previos se han descrito los efectos cardioprotectores de las proantocianidinas, sin
embargo los mecanismos moleculares implicados en sus efectos beneficiosos no son
bien conocidos. En un estudio previo realizado en ratas a las que se les administró
aldosterona, se propuso un posible papel de las proantocianidinas como antagonistas
del RM ya que éstas redujeron la expresión cardíaca del SGK1 y la sobreexpresión del
RM en células estimuladas con aldosterona. Por ello, nos propusimos estudiar los
posibles efectos beneficiosos de las proantocianidinas sobre la expresión de
mediadores cardíacos implicados en el transporte de sodio, potasio y calcio en ratas a








         
       
        
 
 
          
       
 
      





     
      









III. Justificación, hipótesis y objetivos
2. HIPÓTESIS
Teniendo en cuenta que la activación del RM cardíaco por la aldosterona induce la
expresión del SGK1 promoviendo el desequilibrio iónico en el corazón, y dado que las 
proantocianidinas podrían tener un efecto antagonista del RM, nos planteamos las 
siguientes hipótesis: 
1. La aldosterona podría alterar la expresión de los principales mediadores
implicados en el transporte iónico en el corazón de la rata.
2. Las proantocianidinas podrían prevenir las alteraciones en la expresión de 
dichos mediadores cardíacos en ratas a las que se les administre aldosterona.
3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos de las proantocianidinas sobre la expresión de mediadores
cardíacos implicados en el transporte iónico y el consecuente desequilibrio iónico en el









     
   
        
  
   
            
     
      
   
 
     
















III. Justificación, hipótesis y objetivos
OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Estudiar las alteraciones cardíacas estructurales, funcionales y moleculares
(oxidación, inflamación y fibrosis) inducidas por la administración de
aldosterona en ratas.
2. Estudiar el efecto de las proantocianidinas sobre las alteraciones cardíacas
estructurales, funcionales y moleculares mencionadas inducidas por la
aldosterona en ratas.
3. Estudiar la expresión de mediadores cardíacos implicados en el transporte de
sodio, potasio y calcio en ratas a las que se les administró aldosterona.
4. Estudiar el efecto de las proantocianidinas sobre la expresión de los
mediadores cardíacos mencionados en ratas a las que se les administró
aldosterona.
5. Estudiar y comparar los efectos de la co-incubación con proantocianidinas y
espironolactona en células cardíacas estimuladas con aldosterona.
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IV. Material y Métodos
1. MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL
El estudio se llevó a cabo en ratas macho Wistar (Harlan Ibérica, Barcelona, España)
con un peso inicial medio de 250g. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a
las normas de la Universidad Complutense de Madrid y de la Unión Europea para el
tratamiento ético de los animales de experimentación siguiendo el Real Decreto
53/2013. Los animales utilizados en el presente trabajo se mantuvieron en un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas, bajo condiciones controladas de temperatura (entre 20 y 
22ºC), humedad (entre un 50 y un 60%) y con acceso libre a comida y agua. Se
utilizaron 32 animales divididos en 4 grupos experimentales (figura 13) con un N=8 por
grupo:
Grupo control (CONTROL). Se utilizaron animales a los que se les administró, 
mediante una inyección subcutánea diaria, 0.1 mL de vehículo (aceite de 
girasol).
Grupo aldosterona (ALDO). Los animales recibieron una dosis de
1500µg/Kg/día de aldosterona (Sigma Aldrich, Madrid, España) disuelta en
0.1mL de aceite de girasol, mediante inyección subcutánea, recibiendo además 






       
         
       







                     
 
   
        












   





IV. Material y Métodos
Grupo proantocianidinas (PRO80). Las ratas de este grupo recibieron una dosis 
de 5mg/Kg/día de un extracto de arándano rojo americano (Natac Biotech,
Madrid, España), disuelto en el agua de bebida. La composición del extracto se
muestra a continuación (tabla 2). 









Tabla 2. Composición de PRO80 y porcentaje de cada uno de sus compuestos
Grupo aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). Los animales 
recibieron una inyección subcutánea de aldosterona de 1500µg/Kg/día junto
con NaCl al 1% y fueron tratados con el extracto de arándano rojo americano
(5mg/kg/día) al 80% de riqueza en proantocianidinas, en el agua de bebida y de 
manera concomitante. 
El periodo de evolución fue de 21 días.










          
          
     
       
        
         
      
   
     
            
      





        
   





IV. Material y Métodos
2. PRESIÓN ARTERIAL Y HEMODINÁMICA CARDÍACA
2.1 Presión arterial indirecta
Al inicio del estudio, se determinó la PAS mediante el método indirecto del
manguito o “tail-cuff” que consiste en la medida de la presión arterial en una arteria
periférica en la cola de los animales (arteria caudal) con un electro-esfigmomanómetro
(Grieger y Wolter, 1971) de manera que todos los grupos experimentales tuvieran la
misma presión inicial media. El método consiste en colocar una goma hinchable 
alrededor de la cola de la rata y un sensor que permite monitorizar las variaciones de
presión provocadas por cambios en el flujo sanguíneo a través del mismo (NARCO Bio-
Systems, Houston, Texas, Estados Unidos). El sensor y la goma van conectados a una 
unidad NIPREM 645 (Cibertec, Madrid, España) que permite hinchar el manguito a
distintas intensidades. A su vez, la unidad está conectada a un ordenador, donde, con
ayuda del programa informático NIPREM (v1.5, Cibertec, Madrid, España), se registran
y analizan las variaciones de la PAS. Se tomaron un mínimo de 10 datos de PAS por
rata. 
2.2 Hemodinámica cardíaca
Los animales se pesaron y anestesiaron mediante inyección intraperitoneal de 
Imalgene 1000 (Ketamina 10%) 0.07mg/Kg y Valium (Diazepam) 1mL/Kg (Merial






      
      
    
     




        
      
             
       
      




         
          




IV. Material y Métodos
desinfectó con alcohol y se realizó una incisión vertical para exponer la carótida 
derecha. Una vez aislada la arteria, se le realizó un pequeño corte por el cual se
introdujo un catéter Sciense FT211B de 1.6F de diámetro (SciSense, Londres, Ontario,
Canadá), acoplado a un sistema de adquisición de datos PowerLab800 (ADInstruments,
Nueva Gales del Sur, Australia) conectado a un ordenador. Las señales fueron
monitorizadas durante 10 minutos a través del programa Chart (v4.2, ADInstruments,
Nueva Gales del Sur, Australia).
En primer lugar, se registró la PAS y la presión PAD de la carótida derecha y a
continuación se introdujo el catéter avanzando a través de la arteria, hasta alcanzar el
interior del ventrículo izquierdo. Una vez allí, se dejó un tiempo de estabilización de 10
minutos. A continuación, se comprobó la integridad de la válvula aórtica retirando el
catéter del ventrículo y registrando nuevamente la presión arterial. El registro de las
señales (figura 14) quedó almacenado para su posterior análisis.
Figura 14. Registro representativo de la cateterización del ventrículo izquierdo. En rojo, se representan
las presiones intraventriculares en mmHg y en azul la frecuencia cardíaca en latidos por minuto (lpm). 
PSVI: presión sistólica del ventrículo izquierdo; PDFVI: presión diastólica final del ventrículo izquierdo;






   
 
  
   
   
      




    
      
        
 
         
 
   


















IV. Material y Métodos
Se valoraron los siguientes parámetros:
PAS (mmHg)
PAD (mmHg)
Frecuencia cardíaca, FC (lpm)
Presión sistólica del ventrículo izquierdo, PSVI (mmHg)
Presión diastólica final del ventrículo izquierdo, PDFVI (mmHg)
3. PESO RELATIVO DEL CORAZÓN
Una vez medidos los parámetros hemodinámicos, los animales fueron sacrificados.
A continuación se extrajeron y pesaron los corazones para realizar el cálculo del peso
relativo del corazón (PRC), como medida del índice de HC.
PRC = peso del corazón (g) / 100 g de peso corporal
Posteriormente, los corazones fueron seccionados transversalmente, destinando









           
       
         
  
       
       
         
       
 
   
 
     
              
     
         
       
    
    





IV. Material y Métodos
4. HISTOLOGÍA CARDÍACA 
Las secciones de tejido destinadas a histología se fijaron en etanol al 70%. A
continuación, se incluyeron en parafina formando bloques para su tallado en secciones
de 4 micras de grosor con un microtomo de rotación Leitz 1512 (Imeb Inc., San Marcos,
California, Estados Unidos). Las secciones se estiraron sobre la superficie de agua
previamente calentada a 40º en un baño y fueron adheridas a portaobjetos. Después,
se secaron las muestras en estufa durante 15 minutos a 40º, tras lo cual se eliminó la
parafina con Xilol (Sigma Aldrich, Madrid, España) y se rehidrataron las muestras con
sucesivas inmersiones en etanol al 100%, 96%, 70% y finalmente, con agua destilada. 
4.1 Contenido de colágeno 
Los cortes de corazón se tiñeron con rojo picrosirio (Abcam, Cambridge, Reino
Unido), un compuesto que tiñe de rojo las fibras de colágeno. Se realizaron un mínimo
de 10 fotos por cada corte teñido con una videocámara conectada a un microscopio
óptico con un aumento de 40x (Zeiss, Munich, Alemania). Posteriormente, se valoró la
cantidad de colágeno en las imágenes digitales como el área teñida de rojo respecto al
área total de tejido con el programa Leica application suite (v4.6, Leica Microsystems, 
Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos). Los resultados se expresaron como porcentaje







    
 
  
     
          
            
        
     
             
    
        




    
       
        







IV. Material y Métodos
4.2 Contenido de calcio
Para determinar el contenido de calcio cardíaco, las secciones histológicas de
corazón se tiñeron con rojo de alizarina (Sigma Aldrich, Madrid, España), un
compuesto con alta capacidad quelante del ion calcio, que una vez unido a éste, da
como resultado una tinción anaranjada. Se realizaron un mínimo de 10 fotos por cada
corte teñido con una videocámara conectada a un microscopio óptico con un aumento
de 40x (Zeiss, Munich, Alemania). A continuación, se valoró el contenido de calcio
como el área teñida anaranjada, respecto al área total de tejido con el programa Leica
application suite (v4.6, Leica Microsystems, Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos). Los
resultados se expresaron como porcentaje del área teñida con rojo alizarín respecto al
grupo control, al que se le asignó el valor de 100%.
5. CULTIVOS CELULARES
Se utilizaron células H9c2 (H9c2(2-1), ATCC CRL-1446, ATCC, Londres, Reino Unido), 
una línea comercial de células procedentes de miocardio ventricular embrionario de
rata que exhibe propiedades de músculo esquelético (Kimes y Brandt, 1976) siendo un








        
       
       
     
      
          
        
   





          
       
    
           









IV. Material y Métodos
5.1 Mantenimiento de la línea celular 
Las células H9c2 se cultivaron a 37ºC y 5% de CO2 en medio base Dulbeco Eagle
modificado (DMEM, Sigma Aldrich, Madrid, España) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS, Biological Industries, Kibbutz, Israel) inactivado por calor a 56ºC
durante 30 minutos, junto con 100U/mL de penicilina, 100μg/mL de estreptomicina y
2mM de L-glutamina (Sigma Aldrich, Madrid, España). Cuando las células alcanzaron un
70% de confluencia aproximadamente, fueron subcultivadas cada dos días. Para ello,
se incubaron con tripsina-EDTA concentrada al 2X (Gibco, Berlín, Alemania) durante 5
minutos a 37ºC. Después se añadió medio completo y se subcultivaron en una 
proporción 1:3. Todos los experimentos se llevaron a cabo entre los pases número 20 y 
30.
5.2 Diseño experimental
Las células se sembraron a una densidad de 12.000 células/cm2. Transcurridas 24
horas desde la siembra, el medio de cultivo fue sustituido por medio de cultivo 0% en
FBS durante 16 horas, tras las cuales, se añadieron los distintos compuestos a estudiar,
con un tiempo de incubación de 24 horas para cada condición. Se trabajó con los






      
     
     
       
    
   
        
   
    
     
       
      
  
    
     







IV. Material y Métodos
Grupo CONTROL. Células sin tratar.
Grupo aldosterona (ALDO). Las células se estimularon con aldosterona (Sigma 
Aldrich, Madrid, España) a una concentración final de 50nM.
Grupo espironolactona (ESPIRO), como control positivo del tratamiento con
proantocianidinas. Las células se incubaron con espironolactona (Sigma Aldrich,
Madrid, España) a concentraciones finales de 10nM, 100nM y 1000nM.
Grupo con proantocianidinas (PRO). Las células se incubaron con un patrón de
proantocianidinas puro (Natac Biotech, Madrid, España) a concentraciones 
finales de 10nM, 100nM y 1000nM. 
Grupo aldosterona más espironolactona (ALDO+ESPIRO). Las células se pre-
incubaron con espironolactona a concentraciones finales de 10nM, 100nM y 
1000nM durante 1 hora, tras lo cual, se añadió aldosterona a una
concentración final de 50nM.
Grupo aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO). Las células se pre-
incubaron con el patrón de proantocianidinas puro a concentraciones finales de
10nM, 100nM y 1000nM durante 1 hora, tras lo cual, se añadió aldosterona a
una concentración final de 50nM. 








       
     
       
 
          
     
      
       
     
          
      
        
  
          
         
 
        




IV. Material y Métodos
5.3 Supervivencia celular
El porcentaje de supervivencia celular en cada condición experimental se calculó
por triplicado 24 horas después de haber estimulado con la aldosterona y co-incubado
con los distintos tratamientos en placas de 24 pocillos.
Las células fueron lavadas tres veces con solución de tampón fosfato (PBS) para
retirar los restos de células muertas. Posteriormente fueron levantadas con tripsina 2X
y homogeneizadas cuidadosamente mediante pipeteo. A continuación se evaluó el
número de células vivas mediante el uso de un contador automático (Scepter
Handheld Automated Cell Counter, Millipore, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos)
consistente en una micropipeta con puntas que incorporan un chip capaz de 
cuantificar y clasificar el número de células y su tamaño, en un volumen determinado.
Teniendo en cuenta el tipo celular y atendiendo a criterios proporcionados por el
fabricante, se consideraron células viables todas aquellas cuyo diámetro se encontraba 
entre 12 y 20 µm. El grado de supervivencia en cada condición experimental fue
expresado en porcentaje respecto al 100% de supervivencia asignado a los controles.








          
          
 
 
   
 
        
         
    
         
   
  
 
   
          
    
      
         

 
IV. Material y Métodos
Figura 16. Registro representativo de un recuento celular con un contador automático. Todas aquellas
células cuyo diámetro estuvo comprendido entre el rango de medida M1 (12-18 µm) fueron
consideradas viables, descartando el resto (células muertas y restos).
5.4 Cuantificación de anión superóxido
La producción de •O2
- se valoró mediante el reactivo dihidroetidio (DHE, D2307,
Life Technologies, Estados Unidos), un colorante fluorescente sensible al •O2
-. El DHE
atraviesa libremente la membrana celular y, mediante reacción con •O2
-, forma etidio,
un producto fluorescente rojo que se intercala en el ADN (Vanden Hoek et al., 1997).
De esta manera, a mayor cantidad de •O2
- intracelular, más intensa es la señal
fluorescente nuclear emitida.
Transcurridas 24 horas después de haber estimulado con la aldosterona y co­
incubado con los tratamientos, se añadió DHE a concentración final de 50µM en cada
pocillo de una placa p48. A continuación, se incubaron las células durante 30 minutos a 
37ºC. Cada condición experimental se realizó por cuadruplicado. Transcurrido el






        
   
     
     
      
            
           
             




      
    
       









IV. Material y Métodos
tomaron un mínimo de tres imágenes por condición experimental con un microscopio
invertido (Leica DM-IL, Leica Microsystems, Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos), con
un aumento 40x y acoplado a una unidad de fluorescencia (Leica 106Z, Leica
Microsystems, Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos). Debido a que el DHE es sensible
a la luz, todos los ensayos se llevaron a cabo en la máxima oscuridad posible. El
espectro de excitación del DHE se sitúa en una longitud de onda comprendida entre
500-535 nm (verde en el espectro visible) y el de emisión entre 590-620 nm (rojo
visible). Por ello, se aplicó un filtro de excitación en el rango del color verde que 
permite el paso de energía con una longitud de onda comprendida entre 505 y 535
nm.
Las medias de los valores correspondientes a las intensidades de fluorescencia de
cada experimento y condición fueron cuantificadas con el programa Leica application
suite (v4.6, Leica Microsystems, Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos). La
fluorescencia roja detectada como rojo integrado en cada condición experimental, fue










         
        
         
       
      
     
       
  
         




     
      
        
      
       





IV. Material y Métodos
6. EXPRESIÓN PROTEICA
6.1 Extracción de proteínas de tejido
Se pesaron 100 mg de corazón procedentes de las secciones destinadas a ensayos
de biología molecular y se añadieron 300µL de tampón de lisis. La composición del
tampón de lisis incluyó un cóctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science,
Berlín, Alemania) junto con tampón Tris Base (150mmol/L), cloruro sódico (NaCl,
50mmol/L), tritón X-100 (1% vol/vol), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 3mmol/L)
y ditiotreitol (DTT, 3mmol/L) (Sigma Aldrich, Madrid, España). Después, se
homogeneizó el tejido con la ayuda de un homogeneizador automático (Bullet blender,
Next-Advance, Averill Park, Nueva York, Estados Unidos). A continuación se
centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 13.000 rpm y a 4ºC. Tras ello, se
recogieron las proteínas totales del sobrenadante y se almacenaron a -80ºC.
6.2 Extracción de proteínas de células
La extracción de proteínas de las células H9c2, fue realizada en placas p100 con un
total de 4 placas por cada grupo experimental. Para ello, transcurridas 24 horas
después de haber estimulado con la aldosterona y co-incubado con los tratamientos,
se procedió a lavar las células con PBS frío. Después, utilizando un raspador manual o
scraper (Sigma Aldrich, Madrid, España) se levantaron las células mediante fricción y se






       
        
      
    
    
      
          
        
     




   
         
        
      
    
      
       





IV. Material y Métodos
Pittsburgh, Pennsylvania, Estados Unidos), trabajando sobre hielo en todo momento. A
continuación se centrifugaron a 1.000 rpm y a 4ºC tras lo cual se retiró el
sobrenadante y se resuspendió el pellet con 85µL de tampón de lisis. La composición
del tampón de lisis incluyó un cóctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied
Science, Berlín, Alemania) además de tampón Tris Base (20mmol/L), NaCl
(150mmol/L), tritón X-100 (1% vol/vol), PMSF (0.3mmol/L) y DTT (3μmol/L) (Sigma 
Aldrich, Madrid, España). Después, con ayuda de un vórtex, se agitaron las muestras
durante 30 segundos y se congelaron a -20ºC. Al día siguiente, se centrifugaron las
muestras a 12.000 rpm a 4ºC durante 3 minutos, tras lo cual, se recogieron las
proteínas totales de los sobrenadantes y se almacenaron a -80ºC.
6.3 Cuantificación de proteínas
Las proteínas se cuantificaron por medio de una técnica colorimétrica con azul de 
Coomasie (Thermo Scientific Inc, Pittsburgh, Pennsylvania Estados Unidos) basada en
el método de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) 
para la obtención de una recta patrón de concentraciones crecientes conocidas de
proteína. La lectura de la concentración de proteínas se realizó en un
espectrofotómetro UVM-340 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria) a una longitud
de onda de 595nm. Una vez valorada la concentración en cada muestra, se utilizó la








       
      
     
    
 
          
       
            
           
  
 
         
   
       
             
    
  
 
        





IV. Material y Métodos
6.4 Electroforesis y transferencia
Las proteínas presentes en las muestras se desnaturalizaron de forma previa a su
separación. Para ello, se añadió a las mismas un tampón de carga que contenía
dodecilsulfato sódico (SDS) al 20% (Sigma Aldrich, Madrid, España) como agente
desnaturalizante y se calentaron durante 5 minutos a 95ºC.
Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida-SDS formados a su vez por un
gel separador y un gel concentrador. El porcentaje de acrilamida del gel separador
varió en función de las necesidades de cada experimento y del tamaño de la proteína a
analizar. La electroforesis se llevó a cabo bajo condiciones reductoras. Se utilizó un
amperaje constante de 50mA. 
Tras la separación de las proteínas presentes en cada muestra, se procedió a la
transferencia de las mismas a una membrana de polivinildifluoruro (PVDF, Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos) mediante el paso de corriente eléctrica. Para ello,
se utilizó la técnica de transferencia semiseca a un voltaje constante de 20V con la
ayuda del aparato Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Hercules, California,
Estados Unidos).
Finalizada la transferencia, con el fin de verificar la calidad de las proteínas y la







   
 
         
      
       
          
        
   
 
       
      
      
   
 
       
         
         
      
         
     
   

 
IV. Material y Métodos
6.5 Western blot
De forma previa a la incubación con los anticuerpos específicos, se realizó el 
bloqueo o saturación de todos los sitios inespecíficos de unión de proteínas en la
membrana. Para ello, se incubó la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitación suave en solución de bloqueo, preparada con PBS conteniendo tween-20
(Sigma Aldrich, Madrid, España) al 0,1% (v/v) (PBST) suplementado con leche en polvo 
desnatada al 7,5% (p/v).
Posteriormente, se cambió la solución de bloqueo por PBST suplementado con
leche en polvo desnatada al 5% (p/v) conteniendo el anticuerpo primario disuelto
utilizado en cada caso (tabla 3). Las membranas se incubaron durante 18 horas a 4ºC
en agitación constante.
Finalizada la incubación, se realizaron lavados sucesivos de la membrana en PBST
durante 40 minutos y a continuación se añadió el anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa disuelto en PBST suplementado con leche en polvo desnatada al 5%
(p/v), frente al anticuerpo primario. La membrana se incubó con el anticuerpo
secundario (tabla 3) durante una 1 hora a temperatura ambiente y en agitación
constante. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se repitieron los mismos






        
         
  
      
   
    
       
        
       
       
    
    
     
    
       
    
     
     
     
    
    
     
        
       
      
      
    
    
    
     
    
    
          




IV. Material y Métodos
El revelado de las muestras se llevó a cabo mediante la técnica basada en el
método de detección de la peroxidasa, utilizando un kit de detección de
quimioluminiscencia (ECL, Millipore, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos). La 
detección de quimioluminiscencia y su posterior cuantificación se realizó utilizando el
sistema informático GeneGnome5 (Syngene Bio Imaging; Synoptics Ltd., Cambridge, 
Reino Unido). La proteína de expresión constitutiva gliceraldehído-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, Sigma Aldrich, Madrid, España) fue usada como control de 
carga. Los resultados se expresaron como porcentaje de la expresión relativa respecto
al grupo control, asignando a éste último el valor de 100%. 
ANTICUERPO REFERENCIA DILUCIÓN FUNCIÓN DE LA PROTEÍNA
anti-CTGF c4871 1:1000 Implicada en fibrosis
anti-CD68 ab31630 1:200 Marcador de macrófagos. Inflamación
anti-TNFα ab34674 1:1000 Implicada en Inflamación
anti-iNOS ab3523 1:500 Implicada en inflamación y estrés oxidativo
anti-p22phox NADPHox sc20781 1:500 Implicada en estrés oxidativo
anti-SGK1 mp07-315 1:500 Mediador de la aldosterona
anti-αENaC ab77382 1:1000 Subunidad del ENaC. Introduce Na
+ 
en la célula
anti-βENaC ab2906 1:50 Subunidad del ENaC. Introduce Na
+ 
en la célula
anti-γENaC ab3468 1:800 Subunidad del ENaC. Introduce Na
+ 
en la célula
anti-Nedd4-2 ab46521 1:1000 Marca ENaC para su degradación
anti-pNedd4-2 ab168349 1:1000 Forma inhibida por fosforilación (ser436)
anti-ROMK ab92285 1:250 Expulsa K
+ 
de la célula










anti-α1C Cav1.2 ab58552 1:500 Introduce Ca2
+ 
en la célula




en la célula o viceversa
anti-CaMKII ab52476 1:500 Implicada en la regulación de canales iónicos
anti-pCaMKII ab32678 1:500 Forma activada por fosforilación (thr286)
anti-oxCaMKII mp07-1387 1:500 Forma activada por oxidación (met281-282)
anti-GAPDH cst5174 1:10000 Implicada en glucolisis. Control de carga
anti-Mouse IgG HRP ab97023 variable Anticuerpo secundario conjugado a HRP
anti-Rabbit IgG HRP ab97051 variable Anticuerpo secundario conjugado a HRP
Tabla 3. Anticuerpos, referencias comerciales (ab: abcam, sc: santa cruz, mp: millipore, c-cst: sigma),









       
    
   
          
    

















IV. Material y Métodos
7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los resultados se expresaron como la media ± el error estándar de la media. Las
comparaciones de variables individuales se realizaron mediante un test ANOVA de una 
vía, seguido de una prueba de comparación múltiple de medias (test de Newman-
Keuls). Los resultados se consideraron significativos cuando el valor “p” fue menor de
0,05. Todos los análisis y los gráficos se realizaron utilizando el programa Graph Pad















































































































































        
        





      






1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
PRESIÓN ARTERIAL Y LA HEMODINÁMICA CARDÍACA EN 
RATAS A LAS QUE SE LES ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
1.1 Presión arterial sistólica y diastólica, PAS y PAD
La PAS y la PAD aumentaron en las ratas a las que se les administró aldosterona
(p<0.05) en comparación con el grupo CONTROL. En el grupo ALDO+PRO80, dichos
valores fueron reducidos (p<0.01) en comparación con el grupo ALDO hasta
normalizarlos (figura 17).


































Figura 17. PAS (A) y PAD (B) en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas 








   
 
     
 





       
          








1.2.1 Frecuencia cardíaca, FC
Los valores de FC no variaron significativamente entre grupos (figura 18).












Figura 18. FC en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y
aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80).
1.2.2 Presión sistólica del ventrículo izquierdo, PSVI
La administración de aldosterona, en comparación con el grupo CONTROL,
produjo un aumento de la PSVI (p<0.01). En el grupo ALDO+PRO80, la PSVI comparada














          
       




























Figura 19. PSVI en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y
aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
1.2.3 Presión diastólica final del ventrículo izquierdo, PDFVI
La aldosterona produjo un aumento elevado de la PDFVI (p<0.001) comparado con
los valores del grupo CONTROL. Dicho aumento fue prevenido en el grupo
ALDO+PRO80 (p<0.001) comparado con el grupo ALDO (figura 20).

















Figura 20. PDFVI en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y












        
       
     
       
 
        





   
 
    
        






2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
HIPERTROFIA CARDÍACA EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
2.1 Peso relativo del corazón, PRC
La tabla 4 recoge los valores de peso corporal y del corazón de cada grupo de
animales. La administración de aldosterona produjo un aumento (p<0.001) del PRC
respecto de las ratas del grupo CONTROL, que fue totalmente prevenido en el grupo
ALDO+PRO80 (p<0.01) comparado con el grupo ALDO (figura 21). 
CONTROL ALDO PRO80 ALDO+PRO80
Peso corporal (g) 329.16 ± 8.7 290.16 ± 13.3* 335.75 ± 8.8# 292.8 ± 6.8*
Peso del corazón (g) 0.88 ± 0.1 0.93 ± 0.41 0.89 ± 0.12 0.86 ± 2.2#
Tabla 4. Peso corporal y peso del corazón en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), 
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.







































Figura 21. PRC en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y









   
 
       
          
      
 
 
         
     
  
 
   
       
       
       
       





3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
FIBROSIS CARDÍACA EN RATAS A LAS QUE SE LES 
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
3.1 Contenido de colágeno
El contenido de colágeno cardíaco aumentó en las ratas a las que se les administró
aldosterona (p<0.001) en comparación con el grupo CONTROL y fue menor en el grupo
ALDO+PRO80 (p<0.01) respecto al grupo ALDO (figura 22). 
















































Figura 22. Contenido de colágeno cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.
A continuación, se muestran microfotografías representativas de los cortes
histológicos de corazón teñidos con rojo sirio, en los cuatro grupos experimentales 
(figura 23). Se puede apreciar el aumento de fibras de colágeno en rojo en el grupo
ALDO comparado con el CONTROL. Así mismo, la microfotografía correspondiente al
grupo ALDO+PRO80 muestra una disminución en el contenido de fibras de colágeno













          







   
 
      
      
       












































Figura 24. Expresión proteica de CTGF cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
4. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
INFLAMACIÓN Y OXIDACIÓN CARDÍACA EN RATAS A LAS
QUE SE LES ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
4.1 Cluster de diferenciación 68, CD68
Los niveles de expresión proteica del CD68 cardíaco aumentaron en el grupo de
ratas ALDO (p<0.001) en comparación con las ratas CONTROL. En el grupo
ALDO+PRO80 dichos niveles fueron disminuidos (p<0.001) respecto al grupo ALDO,







      





          
        
           
 
 
        














































Figura 25. Expresión proteica del CD68 cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), 
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.001 vs ALDO.
4.2 Factor de necrosis tumoral alfa, TNFα
Los niveles de expresión proteica del TNFα cardíaco aumentaron en el grupo ALDO
(p<0.05) respecto al grupo CONTROL y disminuyeron en las ratas ALDO+PRO80
(p<0.05) en comparación con las ratas ALDO, hasta alcanzar los valores del grupo
CONTROL (figura 26).






































Figura 26. Expresión proteica del TNFα cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL,








       
           
    
  
 
       
     
  
 
   
 
 
        
     
         






4.3 Óxido nítrico sintasa inducible, iNOS
La administración de aldosterona produjo un aumento en el nivel de expresión
proteica de la iNOS (p<0.01) cardíaca respecto al grupo CONTROL. Esto fue prevenido
en las ratas ALDO+PRO80, cuyos niveles fueron menores respecto de las ratas ALDO
(p<0.05) (figura 27).





































Figura 27. Expresión proteica de la iNOS cardíaca en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
4.4 Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa, 
NADPHox: subunidad p22phox
Los valores de expresión proteica en corazón de la subunidad p22phox de la
NADPHox, aumentaron en las ratas con aldosterona (p<0.01) respecto de las ratas 
CONTROL. En el grupo ALDO+PRO80, dicha expresión disminuyó (p<0.01) respecto al







          
   






     
  
 
         
         
         

























































Figura 28. Expresión proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa cardíaca en los grupos
control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más
proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
5. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
EXPRESIÓN PROTEICA CARDÍACA DE SGK1, ENAC, 
NEDD4-2 Y pNEDD4-2 EN RATAS A LAS QUE SE LES 
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
5.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1,
SGK1
La administración de aldosterona produjo un incremento significativo en la
expresión proteica del SGK1 cardíaco (p<0.001) respecto al grupo CONTROL. En el
grupo ALDO+PRO80 la expresión disminuyó (p<0.001) respecto al grupo ALDO,







       




    
 
 
         
       
    
     
 
          
    












































Figura 29. Expresión proteica del SGK1 cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), 
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80).* p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.001 vs ALDO.
5.2 Canal epitelial de sodio, ENaC: subunidades α, β y γ
La expresión proteica en corazón de la subunidad γ del ENaC aumentó (p<0.05) en
el grupo ALDO comparado con los controles. Los animales del grupo ALDO+PRO80
presentaron una disminución (p<0.05) de la expresión proteica de dicha subunidad,
respecto al grupo ALDO (figura 30). 








































Figura 30. Expresión proteica de la subunidad γ del ENaC cardíaco en los grupos control (CONTROL),
aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). *






      
      
 
 
       
 
 
              










No se observaron cambios significativos en la expresión proteica de las
subunidades α y β del ENaC entre los cuatro grupos estudiados (figura 31).








































































Figura 31. Expresión proteica de las subunidades α (A) y β (B) del ENaC cardíaco en los grupos control







   
 
     
         
       
          
      
 
        
         
            
 
 
        
        
    






5.3 Ubiquitina ligasa Nedd4-2 y su fosforilación, pNedd4-2
Tanto la expresión proteica total del Nedd4-2 cardíaco como los niveles de 
fosforilación en la serina 436 de dicha proteína (pNedd4-2), aumentaron en el grupo
ALDO y en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.01) respecto al grupo CONTROL (figura 32). Sin
embargo, en el grupo ALDO+PRO80, se redujo el nivel de fosforilación en serina 436
(p<0.01) en comparación con el grupo ALDO (figura 32). 
La relación pNedd4-2/Nedd4-2 aumentó en el grupo con aldosterona (p<0.01)
respecto al grupo CONTROL, sin embargo, el tratamiento con PRO80 previno dicho




















































Figura 32. Expresión proteica del Nedd4-2 total en corazón, niveles de Nedd4-2 cardíaco fosforilado en
la posición serina 436 (pNedd4-2) y relación entre pNedd4-2 y Nedd4-2 total en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas














          
          
          
 
 
      









6. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
EXPRESIÓN PROTEICA CARDÍACA DE LOS
TRANSPORTADORES IÓNICOS ROMK, Na+/K+ATPasa,
NHE1, Cav1.2 Y NCX1 EN RATAS A LAS QUE SE LES 
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
6.1 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK 
La administración de aldosterona produjo un aumento en los niveles del ROMK
cardíaco (p<0.01) en comparación con los de las ratas CONTROL, que disminuyeron en
el grupo ALDO+PRO80 (p<0.05) en comparación con el grupo ALDO (figura 33).









































Figura 33. Expresión proteica del ROMK cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), 
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL,






     
  
 
          
        
         
 
         
    





           
       






6.2 Bomba de sodio potasio dependiente de ATP, Na+/K+ 
ATPasa: subunidad α1
La expresión proteica de la subunidad α1 de la Na+/K+ ATPasa cardíaca disminuyó
(p<0.01) en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL. Los niveles en el grupo
ALDO+PRO80 aumentaron (p<0.05) en comparación con el grupo ALDO (figura 34).





















































ATPasa cardíaca en los grupos control 
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas
(ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO.
6.3 Intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1, NHE1
El aumento en la expresión proteica en corazón del NHE1 producido por la
administración de aldosterona (p<0.01) respecto al grupo CONTROL, disminuyó en el







         
      
   
 
 




      
       















































Figura 35. Expresión proteica del NHE1 cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.
6.4 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Cav1.2: 
subunidad α1C 
La expresión proteica cardíaca de la subunidad α1C del canal Cav1.2 aumentó en
las ratas con aldosterona (p<0.01) en comparación con las ratas CONTROL y disminuyó 







          
    





        
      
        



















































Figura 36. Expresión proteica cardíaca de la subunidad α1C del canal Cav1.2 en los grupos control 
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas
(ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
6.5 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1
La administración de aldosterona en ratas aumentó (p<0.05) la expresión proteica
cardiaca del NCX1 respecto a los animales control. El tratamiento con PRO80
disminuyó significativamente la expresión del NCX1 en las ratas del grupo







       









   
 
           
      












































Figura 37. Expresión proteica de NCX1 cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
7. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE EL
CONTENIDO DE CALCIO CARDÍACO Y LA EXPRESIÓN
PROTEICA, FOSFORILACIÓN Y OXIDACIÓN DE LA CaMKII 
CARDÍACA EN RATAS A LAS QUE SE LES ADMINISTRÓ
ALDOSTERONA
7.1 Contenido de calcio
El contenido de calcio aumentó en las ratas a las que se les administró aldosterona 
(p<0.01) respecto de las ratas CONTROL. El grupo ALDO+PRO80 mostró niveles más







       
      
  
 
   
          
        
        
    



















































Figura 38. Contenido de calcio cardíaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), 
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.
A continuación, se muestran microfotografías representativas de los cortes
histológicos de corazón teñidos con rojo alizarina, en los cuatro grupos experimentales
(figura 39). En el grupo ALDO se observa un aumento del contenido de calcio cardíaco,
representado por los tonos más anaranjados, comparado con el grupo CONTROL.
Respecto al grupo ALDO+PRO80, se puede apreciar en la microfotografía una







         




   
 
           
       
       
        





Figura 39. Microfotografías representativas del contenido de calcio cardíaco en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas
(ALDO+PRO80). Las zonas teñidas de naranja corresponden a la acumulación de calcio.
7.2 Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2, 
CaMKII, y su fosforilación, pCaMKII y oxidación, ox-CaMKII
El nivel de expresión proteica en corazón de la CaMKII no varió entre gupos (figura
40). Sin embargo, el nivel de fosforilación en la treonina 286 (pCaMKII) aumentó en las
ratas a las que se les administró aldosterona (p<0.05) respecto de las ratas CONTROL. 
Dicho parámetro disminuyó hasta normalizar en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.05) en






          
        
          




        
       
    












La relación entre la pCaMKII y la CaMKII total reveló un aumento significativo de
dicha proporción en el grupo ALDO (p<0.05) comparado con el grupo CONTROL, así 
como una disminución en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.05) respecto al grupo de ratas a
















































Figura 40. Expresión proteica en corazón de la CamKII total, niveles de la CaMKII cardíaca fosforilada en
treonina 286 (pCaMKII) y relación entre la pCaMKII y la CaMKII total en los grupos control (CONTROL),
aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO80). *






              
        
        
        




        
        











Por otra parte, el grado de oxidación de la CaMKII cardíaca en las metioninas 281 y
282 (oxCaMKII), aumentó en las ratas del grupo ALDO y en las del grupo ALDO+PRO80
(p<0.05), respecto al grupo CONTROL (figura 41). La relación entre la oxCaMKII y la
CaMKII total, mostró un incremento significativo en los grupos ALDO y ALDO+PRO80















































Figura 41. Expresión proteica en corazón de la CamKII total, niveles de la CaMKII oxidada en las
metioninas 281 y 282 (oxCaMKII) y relación entre la oxCaMKII y la CaMKII total en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona más proantocianidinas














   
 
 
     
         
     
     
 
 
          







8. EFECTOS DE LA INCUBACIÓN CON 
PROANTOCIANIDINAS Y ESPIRONOLACTONA SOBRE LA
SUPERVIVENCIA CELULAR Y LA PRODUCCIÓN DE ANIÓN
SUPERÓXIDO EN CÉLULAS H9c2 ESTIMULADAS CON
ALDOSTERONA
8.1 Supervivencia celular en células H9c2
8.1.1 Estudio dosis-respuesta de aldosterona en células H9c2
En primer lugar, se realizó un estudio de dosis-respuesta a diferentes
concentraciones de aldosterona (1, 10, 50, 100 y 1000nM), con un tiempo de 
incubación de 24 horas, estableciéndose como más apropiada la dosis de 50nM, que
produjo una supervivencia celular del 83% (p<0.05) respecto al grupo CONTROL (figura
42). 





































































Figura 42. Supervivencia celular en células H9c2, estimuladas durante 24 horas con distintas dosis de
aldosterona, en los grupos control (CONTROL) y aldosterona (ALDO) a concentraciones crecientes * 






   




     
       
           
        
       
      
       
       
    
       





8.1.2 Efecto de la incubación con proantocianidinas y
espironolactona sobre la supervivencia celular en células H9c2
estimuladas con aldosterona
Transcurridas 24 horas de incubación, en las células H9c2 estimuladas con
aldosterona a 50nM, se produjo una disminución de la supervivencia celular (p<0,05) 
respecto al grupo CONTROL. De igual manera, en el grupo ALDO50nM + ESPIRO10nM,
la supervivencia celular disminuyó (p<0,05) respecto al grupo CONTROL. En cuanto a
los grupos ALDO50nM + ESPIRO100nM y ALDO50nM + ESPIRO1000nM, la 
supervivencia celular aumentó (p<0,05) respecto al grupo ALDO50nM alcanzándose
valores control. En el caso del grupo ALDO50nM + PRO10nM, los valores de
supervivencia disminuyeron (p<0,05) respecto al grupo CONTROL. Sin embargo, en los
grupos ALDO50nM + PRO100nM y ALDO50nM + PRO1000nM, se alcanzaron niveles de
supervivencia similares al grupo CONTROL, aumentando dicho parámetro (p<0,05)







       
 
      



































Efecto de ESPIRO y PRO
Células viables (% vs CONTROL)
Figura 43. Supervivencia celular en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona más espironolactona (ALDO+ESPIRO) y
aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO) a distintas concentraciones y tras 24 horas de






   
     
   
 
        
            
    
      
      
         
      
      
     
          






8.2 Efecto de la incubación con proantocianidinas y 
espironolactona sobre la producción de anión superóxido en
células H9c2 estimuladas con aldosterona
Después de 24 horas de incubación, se observó un aumento en la producción de
O2
- en el grupo estimulado con aldosterona a 50nM (p<0.01) respecto al grupo
CONTROL. Por el contrario, en las células estimuladas con aldosterona y co-incubadas
con espironolactona, la producción de O2
- disminuyó, alcanzándose valores por debajo
del grupo CONTROL en el caso de los grupos ALDO50nM + ESPIRO100nM y ALDO50nM
+ ESPIRO1000nM (p<0,001). En el grupo ALDO50nM + PRO10nM los niveles de O2
­
fueron superiores (p<0,01) en comparación con el grupo CONTROL. La producción de
O2
- en el grupo ALDO50nM + PRO100nM disminuyó (p<0.001) y fue comparable a los
niveles del grupo CONTROL. Por último, el grupo ALDO50nM + PRO1000nM presentó
una disminución de la producción de O2
- por debajo de los valores del grupo CONTROL







   
 
       
 
      
    
 
     
     
        
       




























Efecto de ESPIRO y PRO
Señal fluorescente de DHE (% vs CONTROL)
Figura 44. Producción de O2
-
en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona más espironolactona (ALDO+ESPIRO) y
aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO) a distintas concentraciones y tras 24 horas de
incubación. * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.001 vs ALDO50Nm, + p<0.05 vs ALDO50nM + ESPIRO1000nM.
A continuación, se muestran microfotografías de fluorescencia representativas de
la producción de O2
- en las células H9c2, en los distintos grupos experimentales (figura
45). En el grupo ALDO se observa un aumento en la intensidad de fluorescencia,
debido a una mayor presencia de O2
-, en comparación con el grupo CONTROL. En los 






         
   
 
 
      
 
   
   








concentración de ESPIRO o PRO, la fluorescencia es menos intensa indicando una
menor producción de O2 
-. 
Figura 45. Microfotografías de fluorescencia representativas de la producción de O2
-
en células H9c2 en
los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), aldosterona más espironolactona (ALDO+ESPIRO) y


















      
        
        
        
 
 
           
 
 





9. EFECTOS DE LA INCUBACIÓN CON 
PROANTOCIANIDINAS Y ESPIRONOLACTONA SOBRE LA
EXPRESIÓN PROTEICA DEL SGK1 Y LA SUBUNIDAD 
P22PHOX DE LA NADPHox EN CÉLULAS H9c2 
ESTIMULADAS CON ALDOSTERONA
9.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1,
SGK1
Transcurridas 24 horas, la aldosterona produjo un aumento en la expresión
proteica del SGK1 (p<0.05) en las células H9c2 en comparación con el grupo CONTROL. 
La co-incubación de espironolactona a 100nM o proantocianidinas a 100nM más





















































Figura 46. Expresión proteica de SGK1 en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona 
(ALDO), espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona más espironolactona 
(ALDO+ESPIRO) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO), tras 24 horas de incubación. * p<0.05






   
 
 
      
     
         
        
       
       
 
 
            
  
    







9.2 Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa, 
NADPHox: subunidad p22phox
Los niveles de expresión proteica de la subunidad p22phox de NADPHox
aumentaron con aldosterona a 50nM (p<0.01) tras 24 horas de incubación, respecto al
grupo CONTROL. Dicho aumento fue prevenido en los grupos ALDO50nM +
ESPIRO100nM (p<0.01) y ALDO50nM + PRO100nM (p<0.01) en comparación con el
grupo ALDO50nM. En el grupo ALDO50 + PRO100nM, la expresión proteica de dicha

































































Figura 47. Expresión proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa en células H9c2 en los
grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO),
aldosterona más espironolactona (ALDO+ESPIRO) y aldosterona más proantocianidinas (ALDO+PRO),












































































































































         
        
    
           
         
        
    
           
       
     
       
       
  
 
         
         





1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LAS 
ALTERACIONES CARDÍACAS PRODUCIDAS POR LA
ALDOSTERONA EN RATAS
1.1 Presión arterial y hemodinámica cardíaca
En el presente trabajo, la aldosterona produjo un aumento significativo de la PAS y
la PAD en el grupo ALDO en comparación con el grupo CONTROL. La aldosterona
participa en el desarrollo de numerosas enfermedades cardiovasculares como la HTA y
la disfunción diastólica entre otras (Cannavo et al., 2016; Quinkler et al., 2010;
Struthers, 2004). Uno de los efectos más estudiados de la aldosterona más sal es el
desarrollo de HTA (Catena et al., 2015; Martin-Fernandez et al., 2014a; Young y
Rickard, 2012). La aldosterona incrementa la PA aumentando la volemia al estimular la
retención de sodio y agua en el riñón (Samavat et al., 2011) e induciendo remodelado
vascular, lo que altera la estructura del vaso haciéndolo rígido y disfuncional (Briet y
Schiffrin, 2013). Por tanto, el aumento significativo de la PAS y la PAD observados en el
grupo ALDO de nuestro estudio en comparación con el grupo CONTROL, podría
deberse a la suma de los efectos de la aldosterona tanto a nivel renal como vascular
señalados.
La HTA observada en el grupo ALDO estuvo acompañada también de un deterioro
de la función cardíaca como indican el aumento en la PDFVI y en la PSVI observadas. En






      
     
         
    
      
     
        
   
 
        
        
    
          
     
    
         
          
     
         
       
        
       




parte de los animales del grupo ALDO. El aumento sostenido de la PA y la consecuente
sobrecarga de presión en el miocardio llevan a cambios en la hemodinámica cardíaca, 
como ocurre en el modelo en rata de aldosterona más sal (Martin-Fernandez et al., 
2014a; Young y Rickard, 2012). Así mismo, la aldosterona promueve directamente el
remodelado cardíaco, lo que altera la estructura del corazón y lleva al desarrollo de
HC, cuyo agravamiento y mantenimiento en el tiempo, conduce a la reducción de la
elasticidad cardíaca y la disfunción diastólica (Cannavo et al., 2016; Catena et al., 2014;
Gradman y Alfayoumi, 2006).
Por otra parte, la mejora tanto en la PAS y la PAD así como en la PDFVI y en la PSVI
observadas en el grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, mostraron un efecto
regulador de la PA inducido por las proantocianidinas. Estudios realizados en modelos
animales de HTA (Huang et al., 2015; Kawakami et al., 2011; Lan et al., 2015) así como
en pacientes hipertensos han demostrado los potenciales efectos beneficiosos de las 
proantocianidinas en la regulación de la PA, asociando dichos efectos
fundamentalmente a la mejora de la función endotelial como consecuencia de una 
menor producción de ROS, al aumento en la actividad de enzimas antioxidantes, al
aumento en la vasodilatación endotelio-dependiente y a la supresión de factores 
vasoconstrictores y pro-fibróticos (Draijer et al., 2015; Habauzit y Morand, 2012; Hugel
et al., 2016). Así mismo, el efecto beneficioso del consumo de proantocianidinas sobre
la función cardíaca en modelos de HTA, hiperaldosteronismo y daño cardíaco por
isquemia-reperfusión ha sido ampliamente demostrado (Dong et al., 2012; Habauzit y








        
      
       
      
       
     
      
 
       
          
        
     
      
      
   
   
 
        
      
       





1.2 Hipertrofia y fibrosis
En el presente trabajo, se observó un aumento significativo del PRC en el grupo
ALDO en comparación con el grupo CONTROL, lo que es indicativo del desarrollo de HC 
en las ratas a las que se les administró aldosterona. Independientemente de los niveles
de PA, se ha demostrado la aldosterona es uno de los factores mediadores en el
desarrollo de HC y en el proceso de fibrosis asociado (Diez, 2008; Holmer y Schunkert,
1996; Okoshi et al., 2004). La aldosterona activa mediante mecanismo no genómico la
vía de señalización de las quinasas activadas por mitógenos y señales extracelulares 
MAPK/ERK, a través de los mensajeros secundarios DAG, AMPc e IP3, lo que promueve
la proliferación de los fibroblastos cardíacos y su diferenciación a mio-fibroblastos
(Cohn y Colucci, 2006). Este tipo celular secreta grandes cantidades de proteínas de la 
MEC, como colágeno, que se deposita alterando la estructura y la función de las fibras
contráctiles adyacentes, afectando al funcionamiento cardíaco (Lighthouse y Small,
2016). En el presente trabajo, el grupo de ratas ALDO mostró un aumento significativo
del contenido de colágeno cardíaco en comparación con las ratas CONTROL, lo que
contribuiría al desarrollo de HC y a la alteración en la hemodinámica cardíaca 
observados en dicho grupo.
En las ratas del grupo ALDO de nuestro estudio, en comparación con las del grupo
CONTROL, el aumento en la cantidad de colágeno cardíaco estuvo acompañado de la
sobreexpresión cardíaca del CTGF. Se ha señalado que el efecto pro-fibrótico de la






        
      
         
     
       
    
     
        
 
 
     
          
            
     
   
           
     
     









moléculas implicadas en el proceso de fibrosis que contribuyen a su vez al remodelado
cardíaco, como por ejemplo el CTGF (Messaoudi et al., 2013). Se ha observado, en
modelos tanto in vivo como in vitro, que la aldosterona incrementa la expresión del
CTGF cardíaco mediante un mecanismo dependiente de la activación del RM (Lee et 
al., 2004; Martin-Fernandez et al., 2014b; Messaoudi et al., 2013). La sobreexpresión
de este factor de crecimiento está asociada a una acumulación de proteínas de MEC, 
como el colágeno, según se ha descrito en lesiones ateroscleróticas humanas, tras
infarto de miocardio y en tejidos vasculares y cardíacos en modelos de HTA (Kubota y 
Takigawa, 2015). 
Por otra parte, nuestros resultados mostraron en el grupo de ratas ALDO+PRO80
en comparación con el grupo ALDO, una disminución significativa del PRC así como del
contenido de colágeno cardíaco, que estuvieron acompañados a su vez de una menor
expresión del CTGF cardíaco. Diversos estudios han mostrado la capacidad de las
proantocianidinas de reducir la hipertrofia del corazón y la fibrosis asociada en
modelos animales de HC (Martin-Fernandez et al., 2014a; Zuo et al., 2010; Zuo et al.,
2011). En dichos estudios, el tratamiento con proantocianidinas disminuyó el peso
relativo del corazón y el depósito de colágeno de aquellos animales que desarrollaron









         
          
         
      
       
     
        
         
    
     
    
            
   
      
             
           
      
           
 
    
             





1.3 Inflamación y oxidación
Junto con el desarrollo de fibrosis, también se observó un aumento en los niveles
del CD68 en los corazones de las ratas del grupo ALDO en comparación con los del
grupo CONTROL. Este dato parece sugerir la existencia de una mayor población de
macrófagos inducida por la aldosterona, que estaría a su vez relacionada con el
elevado grado de fibrosis encontrada en el grupo ALDO. Estudios previos demuestran
que la aldosterona produce inflamación tisular, un proceso que acelera el desarrollo de
fibrosis y remodelado (Aoyagi y Matsui, 2011; Gilbert y Brown, 2010). En el corazón, la
aldosterona produce inflamación tanto en los cardiomiocitos como en los fibroblastos
cardíacos a través de la activación de factores de transcripción implicados en procesos
pro-inflamatorios, entre los que destaca el NFκβ (Aoyagi y Matsui, 2011; Gilbert y 
Brown, 2010; Queisser y Schupp, 2012). La producción de quimiocinas a través del
NFκβ estimula el reclutamiento de monocitos, que una vez han infiltrado el tejido, se
diferencian en macrófagos productores de citoquinas pro-inflamatorias (Kolattukudy y
Niu, 2012). El aumento en la población de macrófagos (y por tanto de su marcador de
superficie, el CD68) inducido por la aldosterona, viene acompañado de un aumento del
proceso de fibrosis, como se ha demostrado en el modelo en ratón de
hiperaldosteronismo intra-cardíaco (Azibani et al., 2012) y en los riñones de las ratas 
en el modelo de aldosterona más sal (Doi et al., 2014; Martin-Fernandez et al., 2016). 
En el presente trabajo, el aumento en los niveles del marcador de macrófagos
CD68 estuvo acompañado de una mayor expresión cardíaca del TNFα en el grupo






    
    
    
      
        
            
      
         
        
      
           
       
      
   
 
         
      
  
      
         
         
         




el desarrollo de inflamación cardíaca. Se ha demostrado que tanto los macrófagos 
activados, como los cardiomiocitos y fibroblastos cardíacos, están implicados en la
producción local de TNFα, y que dicha producción ocurre por medio de la activación 
del factor NFκβ (Aoyagi y Matsui, 2011; Hohensinner et al., 2007; Kolattukudy y Niu,
2012). Además, se sabe que tanto los cardiomiocitos como los fibroblastos cardíacos,
una vez estimulados por el TNFα, aumentan a su vez la expresión de factores
estimulantes de macrófagos, favoreciendo la proliferación y supervivencia de estas
células del sistema inmune, induciendo así la producción de más citoquinas pro-
inflamatorias (Hohensinner et al., 2007). Así mismo, se ha demostrado que la
sobreexpresión cardíaca del TNFα conduce al desarrollo de HC (Funakoshi et al., 2002)
y que la expresión de esta citoquina está aumentada en modelos animales de HC y en
pacientes con IC (Hori y Yamaguchi, 2013; Sun et al., 2007) mostrando sus efectos
deletéreos sobre la estructura y función del cardíaca a través del aumento en la 
inflamación y el remodelado cardíaco. 
Al igual que ocurre en el caso del TNFα, en nuestro estudio el nivel de expresión
proteica de la iNOS cardíaca estuvo aumentado significativamente respecto al grupo
CONTROL. La iNOS es una de las enzimas implicadas en los mecanismos de daño
celular asociados al proceso de inflamación, debido principalmente a que tanto el
TNFα como el NFκβ inducen su expresión (Aktan, 2004; Funakoshi et al., 2002;
Rastaldo et al., 2007). La sobreexpresión de la iNOS cardíaca aumenta en gran medida
la síntesis de NO, que una vez reacciona con el radical •O2
- produce peroxinitrito, una






      
   
 
        
       
      
        
          
        
           
       
       
       
       
            
        
         
      
       
      
            
       
       




el infiltrado de macrófagos, la fibrosis y el desarrollo de HC (Mungrue et al., 2002;
Pacher et al., 2007). 
Así mismo, la expresión proteica de la subunidad p22phox de la NADPHox
aumentó en los corazones de las ratas que recibieron aldosterona y en las células H9c2
estimuladas con aldosterona en comparación con los grupos CONTROL. 
Adicionalmente, en las células H9c2 estimuladas con aldosterona, la sobreexpresión de
p22phox estuvo acompañada del aumento en producción de •O2
- y de la disminución
de la supervivencia celular, ambas de manera significativa respecto al grupo CONTROL.
Por el contrario, el bloqueo del RM mediante la co-incubación con espironolactona de
las células estimuladas con aldosterona, previno la sobreexpresión proteica de
p22phox y el aumento en la producción de •O2
- y mejoró la supervivencia celular
respecto al grupo ALDO. La aldosterona es uno de los factores que promueven el
aumento en la producción de ROS (Bayorh et al., 2011; Sun et al., 2002). Numerosos 
grupos de investigación han demostrado que la aldosterona, a través del RM, induce la
expresión de la subunidad p22phox tanto a nivel renal, como vascular y cardíaco
(Martin-Fernandez et al., 2014a; Park et al., 2004; Sun et al., 2002), aumentando el
estrés oxidativo e induciendo una mayor inflamación y fibrosis. Así mismo, estudios in
vitro, entre los que se incluyen ensayos con cardiomiocitos, han demostrado que la
estimulación con aldosterona produce un aumento de la muerte celular a través del
incremento en la generación de ROS (Ding et al., 2012; Patni et al., 2007) y de la
activación de moléculas pro-apoptóticas (Chen et al., 2009; Kitada et al., 2012; Shi et
al., 2016; Xiao et al., 2013). En cardiomiocitos de rata estimulados con aldosterona se






     
         
         
            
        
      
          
            
         
   
 
        
        
       
          
       
   
    
     
 
        
             
       




de la sobreactivación de la NADPHox El uso de antagonistas del RM o de antioxidantes 
como la N-acetilcisteína o el tempol redujo la actividad de la NADPHox y la
sobreproducción de ROS, previniendo la muerte celular(Hayashi et al., 2008; Rude et
al., 2005). Por tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados in vivo e in vitro y los
antecedentes citados, la aldosterona estaría aumentando la expresión proteica
cardíaca de p22phox mediante la activación del RM. Una mayor expresión de p22phox
estaría induciendo el daño oxidativo a través del aumento en la producción de ROS. 
Esto contribuiría al desarrollo de la mayor inflamación y fibrosis cardíaca observada en
las ratas del grupo ALDO y de la menor supervivencia celular obtenida en las células
estimuladas con aldosterona.
Por otra parte, en el grupo ALDO+PRO80 se observó que el CD68 estaba disminuido
significativamente comparado con el grupo ALDO. Este resultado demuestra una
menor presencia de macrófagos y por tanto sugiere un menor grado de inflamación
promovido por las proantocianidinas. Recientemente se ha demostrado que uno de los
efectos antiinflamatorios de la proantocianidinas radica en su propiedad para bloquear
la diferenciación de los monocitos a macrófagos, reduciéndose así el infiltrado de 
éstos, acompañado de una menor expresión de sus marcadores de membrana, como
el CD68, y de una menor respuesta inflamatoria (Mohana et al., 2015).
A su vez, las proantocianidinas redujeron los niveles cardíacos de expresión
proteica del TNFα y de la iNOS en el grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO. Estos
resultados indican que PRO80 disminuyó la inflamación y la oxidación cardíaca






        
     
         
       
         
     
     
       
   
        
          
      
         
      
      
        
 
 
        
           
      
        
           




animales así como en humanos, han revelado que las proantocianidinas son capaces
de modular directamente la expresión de factores clave implicados en los mecanismos
de inflamación y oxidación (Cos et al., 2004). Se ha demostrado en linfocitos T
humanos que las proantocianidinas reducen tanto la expresión del NFκβ como su
actividad, uniéndose directamente a él y bloqueando su acción (Mackenzie et al., 
2009). Además, se ha demostrado en células humanas de intestino que las
proantocianidinas bloquean la unión del TNFα a su receptor uniéndose a éste,
impidiendo en consecuencia la activación del NFκβ dependiente del TNFα (Erlejman et
al., 2008). De esta manera, la expresión de aquellas proteínas cuya transcripción está
regulada por el NFκβ, como son el TNFα y la iNOS, disminuye, lo que se traduce en un
menor estrés oxidativo e inflamación (Cos et al., 2004; Nandakumar et al., 2008). El
efecto de las proantocianidinas sobre la disminución en la expresión de la iNOS 
observado en nuestro estudio, ha sido documentado también en macrófagos activados
de ratón donde la administración de un extracto rico en proantocianidinas procedente
de semilla de uva, mostró la capacidad de disminuir la actividad transcripcional del
factor NFκβ en un 40% y de bloquear en consecuencia la expresión de la iNOS (Terra et 
al., 2007). 
El tratamiento con proantocianidinas también logró disminuir la expresión cardíaca
de p22phox en el grupo ALDO+PRO80 en comparación con el grupo ALDO. Así mismo,
en las células H9c2 estimuladas con aldosterona, la expresión proteica de p22phox
disminuyó significativamente con la co-incubación con proantocianidinas respecto al
grupo ALDO. Se ha sugerido que este efecto de las proantocianidinas sobre la






           
      
      
      
         
      
           
        
   
     
         
     
     
     
       
       
        
   
    
      
          
      
         




nuestro estudio, dicho efecto fue similar al obtenido con la co-incubación con el
antagonista del RM espironolactona, lo que apoya la teoría de que las 
proantocianidinas estén bloqueando el RM. Adicionalmente, la co-incubación con
proantocianidinas de las células H9c2 estimuladas con aldosterona previno por
completo el aumento en la producción de •O2
- y la disminución de la supervivencia 
celular. Nuevamente, este efecto fue comparable al obtenido con la co-incubación con
espironolactona. En el caso de la co-incubación a dosis máximas, los niveles de
producción de •O2
- en las células fueron incluso significativamente menores con las 
proantocianidinas que con la espironolactona, lo que muestra la mayor capacidad
antioxidante de las proantocianidinas. Uno de los mecanismos mediante los cuales las
proantocianidinas reducen la cantidad de ROS es a través de la disminución de la
expresión y actividad de la NADPHox (Alvarez et al., 2012). Como antioxidantes 
naturales, se ha demostrado que las proantocianidinas tienen la capacidad de reducir 
el daño celular producido por las ROS y por tanto de disminuir la respuesta 
inflamatoria asociada al aumento del estrés oxidativo (Kruger et al., 2014). Además,
promueven la expresión de enzimas antioxidantes (Chiang et al., 2006) y reducen la 
expresión de enzimas pro-oxidantes, como la NADPHox (Alvarez et al., 2012). Al igual 
que los antagonistas del RM, las proantocianidinas también han demostrado la
capacidad de prevenir la muerte celular, lo que ha sido asociado a sus efectos 
antioxidantes principalmente. En un estudio previo realizado en cardiomiocitos de
pollo estimulados con peróxido de hidrógeno, la co-incubación con un extracto de uva 
rico en proantocianidinas previno la sobreproducción de ROS, mejorando la
supervivencia celular (Shao et al., 2003). En otro estudio llevado a cabo en un modelo






    
     
 
 
       
     
         
   


















proantocianidinas aumentaron la expresión de enzimas antioxidantes como la SOD1
resultando en una menor cantidad de ROS y una mayor supervivencia celular (Du et al., 
2007). 
Tomados en conjunto, nuestros resultados in vitro muestran que las
proantocianidinas protegen frente a la muerte celular, la producción de •O2
- y el
aumento en la expresión proteica de p22phox inducidas por la aldosterona. Estos
resultados, similares a los obtenidos con el antagonista del RM espironolactona,











     
       
          
           
       
        
       
     
     
            
        
      
   
           
            
       
        




2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
EXPRESIÓN PROTEICA CARDÍACA DE SGK1, ENAC, 
NEDD4-2 Y pNEDD4-2 EN RATAS A LAS QUE SE LES 
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA 
En el presente estudio, la expresión proteica del SGK1 cardíaco aumentó
significativamente en el grupo de ratas ALDO respecto al grupo CONTROL. Así mismo,
la estimulación de células H9c2 con aldosterona produjo un aumento significativo de la
expresión proteica del SGK1 respecto al grupo CONTROL. La activación del RM por
parte de la aldosterona estaría dando lugar al aumento de la expresión proteica del
SGK1 observado. Estudios previos han demostrado que la expresión del SGK1 aumenta
con la activación del RM (Lang et al., 2009; Pearce, 2001), estando inhibida por los 
antagonistas del mismo (Lang et al., 2006; Lang y Stournaras, 2013; Martin-Fernandez
et al., 2014b). La aldosterona induce la transcripción del SGK1 a los 30 minutos de ser
añadida en células del TCC en cultivo y no requiere la síntesis de nuevas proteínas, lo
que indica que el SGK1 es un gen activado como respuesta temprana a la aldosterona
(Naray-Fejes-Toth y Fejes-Toth, 2000). En el anterior estudio, el bloqueo del RM inhibió
los efectos de la aldosterona sobre la transcripción del SGK1. En ensayos realizados en
ratas a las que se les administró aldosterona, el aumento en la transcripción del SGK1
fue detectado al cabo de 1 hora en el riñón y el colon (Bhargava et al., 2001). Así
mismo, en el corazón de ratas a las que se les administró aldosterona más sal, la
expresión génica del SGK1 cardíaco aumentó, mientras que el bloqueo del RM por la






    
       
        
        
            
          
    
     
      
      
       
      
     
       
    
 
   
    
     
           
              
     
   




Los niveles cardíacos elevados de SGK1 estuvieron acompañados de la
sobrexpresión proteica cardíaca del CTGF, el TNFα y la iNOS en los corazones de las
ratas ALDO en comparación con las ratas CONTROL. El SGK1 podría ser uno de los
factores clave que esté mediando el aumento en la expresión de dichas proteínas,
contribuyendo a través de ellas al desarrollo de la fibrosis, la inflamación y la oxidación
cardíaca. Como se ha demostrado en investigaciones previas, el SGK1 media la
activación de importantes factores de transcripción implicados en fibrosis, inflamación
y oxidación, entre los que destaca el NFκβ (Tai et al., 2009; Terada et al., 2012). El NFκβ
permanece normalmente inhibido en el citoplasma por la unión a su represor Iκβ. Sin
embargo, el SGK1 activa por fosforilación a la quinasa IKKβ, que fosforila a su vez al
Iκβ, liberando de esta manera al NFκβ (Lang et al., 2006; Tai et al., 2009; Terada et al., 
2012). El SGK1, a través de la activación del NFκβ, promueve la expresión del CTGF
(Terada et al., 2012), del TNFα (Kolattukudy y Niu, 2012) y de la iNOS (Aktan, 2004), 
contribuyendo al desarrollo de la fibrosis, la inflamación y la sobreproducción de ROS
como el NO y el peroxinitrito.
Por otra parte, nuestros resultados muestran por primera vez que las tres
subunidades del ENaC se expresan en el corazón y que además la aldosterona estimula
la sobreexpresión proteica cardíaca de la subunidad γENaC. Estudios previos han
descrito que este canal se expresa fundamentalmente en el pulmón (Matsushita et al., 
1996), riñón (Ciampolillo et al., 1996; Duc et al., 1994) y colon (Duc et al., 1994) y que
la aldosterona, dependiendo del tejido, aumenta la expresión de una u otra de sus
subunidades estimulado así la captación de sodio (Garty, 2000; Masilamani et al., 






       
         
          
     
     
       
    
     
            
      
       
         
     
          
           
    
           
          
      
     
     
               





sobreexpresión del γENaC que observamos en el grupo ALDO, podría deberse tanto al 
aumento de la activación del RM cardíaco por parte de la aldosterona como a la 
sobreexpresión del SGK1 cardíaco. El RM, una vez activado por la aldosterona, se
transloca al núcleo para inducir directamente la transcripción del ENaC (Garty, 2000;
Lang et al., 2009; Masilamani et al., 1999). Sin embargo, se ha señalado que el SGK1
también podría inducir por sí mismo, independientemente del grado de activación del
RM, la expresión del ENaC mediante la fosforilación de determinados factores de
transcripción implicados en la regulación de la transcripción del ENaC (Boyd y Naray­
Fejes-Toth, 2005; Lang et al., 2006; Lang et al., 2014). En nuestro estudio, la
sobreexpresión proteica del γENaC cardíaco observada en el grupo ALDO respecto al
grupo CONTROL, sugiere que la aldosterona estaría promoviendo un aumento en la
captación cardíaca de sodio a través del ENaC. Un estudio previo demostró que la
aldosterona indujo la sobreexpresión del γENaC sin alterar la expresión basal del
αENaC ni del βENaC, en células del epitelio endometrial murino (Tsang et al., 2001). En
dicho estudio, la corriente de entrada de sodio debida al ENaC aumentó en gran
medida por la aldosterona, mientras que el silenciamiento génico del γENaC con ARN
antisentido redujo drásticamente dicha corriente. Otro estudio realizado en oocitos de
xenopus laevis concluyó que la subunidad γENaC es fundamental para que el ENaC
alcance su capacidad máxima en la captación del sodio extracelular, estabilizando el
trímero αβγ (Konstas y Korbmacher, 2003). Por tanto, la sobreexpresión del γENaC
cardíaco observada en el grupo ALDO de nuestro estudio, podría estar promoviendo
por sí sola la entrada de sodio independientemente del nivel de expresión del resto de






      
          
           
          
       
            
        
           
       
         
       
     
    
       
    
          
          
        
      
          
        
         




El ENaC ha sido ampliamente estudiado en el riñón, donde el aumento en su
expresión y/o actividad se traduce en una captación masiva de sodio y en el desarrollo
de HTA, que sostenida en el tiempo, lleva a la HC (Bubien, 2010; Fuller y Young, 2005;
Schild y Kellenberger, 2001; Wulff et al., 2002; Zaika et al., 2013). Sin embargo hasta el
momento, no se ha estudiado el papel del ENaC en el aumento de la captación de
sodio en el corazón y su relación con la HC inducida por la aldosterona. El presente
trabajo aporta datos novedosos sobre como la aldosterona podría estar aumentando
la entrada de sodio en el corazón a través de la regulación al alza del γENaC cardíaco. 
La captación excesiva de sodio en el corazón estaría relacionada con las alteraciones
estructurales y funcionales observadas en los corazones del grupo ALDO. Dada la
importancia del sodio en la electrofisiología cardíaca, el mantenimiento de su
equilibrio iónico resulta imprescindible para el correcto funcionamiento del corazón.
Durante el desarrollo de la HC, se produce un desajuste en la homeostasis iónica
estimulada por cambios en la expresión génica de transportadores iónicos (Pogwizd et
al., 2001), especialmente en los transportadores cardíacos implicados en la captación
de sodio (Cingolani y Ennis, 2007; Nakamura et al., 2008) como sería el ENaC. En la HC,
como consecuencia del cambio en la expresión de los transportadores de sodio, la
captación del mismo en el corazón está aumentada. Este efecto ha sido demostrado en
estudios previos realizados en modelos celulares y animales de HC, donde se ha
observado un incremento particularmente elevado de la [Na+]i cardíaca (Coppini et al., 
2013; Verdonck et al., 2003a, b). El aumento en la captación de sodio en el corazón
supone a su vez un factor determinante en la transición de la HC a la IC, empeorando






         
 
 
            
      
       
        
          
         
         
      
        
  
 
    
          
       
              
       
      
       
    




Ennis, 2007; Coppini et al., 2013; Louch et al., 2010; Popov et al., 2012; Verdonck et al., 
2003b). 
La sobreexpresión del SGK1 y del γENaC, estuvo acompañada por un aumento de la 
expresión del Nedd4-2 cardíaco, descrito por primera en el presente estudio.  
Teniendo en cuenta que la función principal del Nedd4-2 es disminuir la cantidad de
canales ENaC favoreciendo su degradación, su sobreexpresión en el grupo ALDO puede 
interpretarse como un mecanismo compensatorio ante el posible aumento en la 
captación de sodio mediado por el aumento en la expresión del γENaC cardíaco. De
manera similar al ENaC, el Nedd4-2 ha sido estudiado fundamentalmente el riñón
(Goel et al., 2015; Yang y Kumar, 2010). En corazón, se ha demostrado su expresión
relacionándolo con la regulación de otros canales de sodio (Albesa et al., 2011; van
Bemmelen et al., 2004).
La sobreexpresión del Nedd4-2 cardíaco observada en el grupo de ratas ALDO,
estuvo acompañada a su vez de un aumento significativo de pNedd4-2, así como de la
relación pNedd4-2/Nedd4-2 total, respecto al grupo CONTROL. Estos resultados
indican que en el grupo ALDO, a pesar del aumento en la expresión del Nedd4-2, el
SGK1 sobreexpresado estaría promoviendo la fosforilación y consecuente inhibición 
del mismo. La inactivación del Nedd4-2 aumentaría en consecuencia el número de
canales ENaC cardíacos y por tanto del sodio captado a través de ellos. Se ha 
demostrado que el SGK1 interacciona con el Nedd4-2 fosforilándolo en la serina 436






    
        
          
          
     
         
   
 
     
           
          
      
         
     
 
       
     
           
        
        
        
        




capacidad del Nedd4-2 para ubiquitinar a las subunidades del ENaC para que sean
degradadas en el proteosoma, llevando a un incremento en la expresión del ENaC en la
superficie celular (Debonneville et al., 2001). La fosforilación del Nedd4-2 realizada por
el SGK1 promueve la unión del pNEdd4-2 a la proteína de anclaje 14-3-3, formando un
complejo estable que protege al pNedd4-2 frente a la desfosforilación (Ichimura et al., 
2005). En consecuencia, pNedd4-2 aumenta y estimula en gran medida la captación de
sodio a través del ENaC (Lang et al., 2014).
En conjunto, la sobreexpresión del SGK1, del γENaC y de la relación pNedd4­
2/Nedd4-2 en el grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL, sugieren que la
aldosterona estaría estimulando el aumento de la entrada de sodio en el corazón a
través del ENaC. La mayor entrada de sodio en las células cardíacas resultante
contribuiría en gran medida al desarrollo de la HC y la disfunción diastólica observadas
en el grupo ALDO.
Los resultados obtenidos por la administración de aldosterona fueron bloqueados
o anulados por el tratamiento con proantocianidinas. La expresión proteica cardíaca 
del SGK1 en el grupo ALDO+PRO80 disminuyó significativamente respecto al grupo
ALDO. A su vez, la co-incubación con proantocianidinas también disminuyó la
sobreexpresión proteica del SGK1 en las células estimuladas con aldosterona. Este
efecto fue comparable al obtenido con la co-incubación con espironolactona. Este
resultado en particular, junto a los obtenidos en el modelo experimental animal,






    
        
  
    
     
         
         
           
          
        
             
             
     
      
     
      
   
 
      
           
      
     
     




como posibles antagonistas del RM. Como consecuencia, y a la vista de los resultados 
obtenidos en este trabajo, las proantocianidinas se presentarían como una posible
terapia alternativa para las alteraciones cardiacas asociadas a la estimulación del RM
por la aldosterona. Estudios previos han demostrado los efectos beneficiosos del uso
de los antagonistas del RM sobre el desarrollo de la HC y en el tratamiento de la IC, 
reduciendo la fibrosis, la inflamación y el estrés oxidativo en el corazón, mejorando en
consecuencia la función cardíaca (Capuano et al., 2002; Michea et al., 2008; Ohtake et
al., 2014; Young, 2008; Young et al., 2007). El bloqueo del RM mediante el uso de sus 
antagonistas ha mostrado su utilidad en el manejo de pacientes con enfermedad
cardíaca. El uso de espironolactona en pacientes con IC en el estudio RALES (Pitt et al., 
1999) y el de eplerenona en pacientes que habían sufrido IAM en el estudio EPHESUS
(Pitt et al., 2005), mejoró el pronóstico de la enfermedad y redujo la mortalidad en
ambos casos. Al igual que los antagonistas del RM, las proantocianidinas parecen tener
la capacidad de bloquear el RM. Un estudio previo demostró que un extracto rico en
proantocianidinas disminuía la expresión in vitro del RM y lograba mimetizar los
efectos de la espironolactona in vivo en el modelo en rata de aldosterona más sal
(Martin-Fernandez et al., 2014a).
La disminución de la expresión proteica del SGK1 cardíaco en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO estaría relacionada a su vez con la disminución
en la expresión proteica cardíaca de los factores CTGF, TNFα e iNOS, lo que estaría 
relacionado con la mejora estructural y funcional observada en los corazones del grupo
ALDO+PRO80. Este efecto sobre dichos factores podría estar mediado por una menor






     
           
      
     
          
            
        
      
    
   
 
     
        
         
         
     
      
      
    
      
          
         
       




expresión del SGK1 observada en el grupo ALDO+PRO80. Estudios previos demuestran
que la inactivación del SGK1 disminuye el grado de activación del NFκβ, lo que se
traduce en una menor expresión de proteínas relacionadas con la fibrosis, la
inflamación y la oxidación, entre las que se encuentran el CTGF, el TNFα y la iNOS
(Gilmore y Herscovitch, 2006; Leroy et al., 2009; Terada et al., 2012). Así mismo, se ha
demostrado que en el corazón el SGK1 aumenta la expresión del TGFβ y éste del CTGF,
llevando al desarrollo de fibrosis (Chen et al., 2000; Martin-Fernandez et al., 2014b). En
concordancia, una menor expresión del SGK1 ha sido relacionada con una menor 
fibrosis cardíaca a través de la disminución de dichos factores pro-fibróticos (Martin-
Fernandez et al., 2014a).
Así mismo, las proantocianidinas redujeron la expresión aumentada por la 
aldosterona del γENaC en el grupo ALDO+PRO80. En el presente trabajo se muestra 
por primera vez que las proantocianidinas pueden bloquear la sobreexpresión del 
ENaC cardiaco. Tanto el RM activado por aldosterona como el propio SGK1 activarían 
mediante mecanismos distintos la transcripción del ENaC en el grupo ALDO+PRO80.
Por ello, el posible bloqueo del RM y/o la disminución en la expresión proteica cardíaca 
del SGK1 explicarían la disminución de la expresión proteica del γENaC en el corazón
de las ratas ALDO+PRO80. La disminución de la expresión de γENaC en el grupo
ALDO+PRO80 estuvo acompañada de la reducción en los niveles cardíacos del pNedd4­
2 en comparación con el grupo ALDO. Debido a que la fosforilación de Nedd4-2 está
atribuida al SGK1, la disminución en los niveles proteicos del pNedd4-2 cardíaco
encontrados en el grupo ALDO+PRO80 estarían directamente relacionados con la






      
        
         
         
           
            
    
 
 
          
         
      
          
       
    
           
      
 
       
      




ALDO+PRO80 disminuyó respecto al grupo ALDO lo que indica que la mayoría del
Nedd4-2 cardíaco no estaba inhibido por el SGK1, si no que se encontraba en su forma
funcional. Este resultado sugiere que el tratamiento con PRO80 estimuló el mecanismo
de degradación del ENaC a través de la activación de Nedd4-2 en el grupo
ALDO+PRO80. En consecuencia, el tratamiento con PRO80 estaría impidiendo en las
ratas del grupo ALDO+PRO80 la entrada masiva de sodio en el corazón a través del
ENaC, previniendo el desarrollo de las alteraciones cardiacas asociadas al exceso de
sodio.
Por tanto, la reducción en la expresión proteica cardíaca del γENaC así como en la
relación pNedd4-2/Nedd4-2 total sugiere que el tratamiento con PRO80 estaría
confiriendo protección al corazón frente al aumento en la captación de sodio 
promovida por la aldosterona a través del ENaC. Este efecto parece estar mediado por
el bloqueo del RM cardiaco por PRO80 y por la disminución de la expresión del SGK1.
La disminución de la entrada masiva de sodio en el corazón, estaría relacionado con el 
menor grado de HC y la mejora en la función cardíaca observada en el grupo
ALDO+PRO80 comparado con el grupo ALDO.
En la figura 48 se representan en un esquema las acciones inhibidoras que PRO80
estaría promoviendo sobre el mecanismo de captación de sodio a través del ENaC







         
          
          
          
        
        
         
         
       











Figura 48. Mecanismo de acción de la aldosterona sobre la captación de sodio a través del ENaC en el 
corazón (izquierda) y efecto de las proantocianidinas sobre el mismo (derecha). La administración de
aldosterona activa el RM en las células (izquierda), lo que induce el aumento en la expresión proteica
cardíaca de SGK1 y γENaC. A su vez, SGK1 promueve la inactivación de Nedd4-2 por fosforilación, lo que
protege al ENaC de su degradación. Como consecuencia, la aldosterona aumentaría la captación de
sodio en el corazón a través del ENaC. Por su parte, PRO80 bloquearía la unión de la aldosterona al RM
(derecha) disminuyendo la expresión proteica de SGK1 y γENaC y el nivel de fosforilación de Nedd4-2, lo 
que reduciría la captación de sodio en el corazón a través del ENaC. ALDO, aldosterona; PRO80, extracto
con un 80% de proantocianidinas; RM, receptor de mineralocorticoides; SGK1, quinasa regulada por
suero y glucocorticoides tipo 1; Nedd4-2, ubiquitina ligasa E3 precursor neuronal de células en











     
      
       
         
     
          
        
      
       
         





        




3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA 
EXPRESIÓN PROTEICA CARDÍACA DE MEDIADORES 
RELACIONADOS CON EL TRANSPORTE DE POTASIO,
SODIO Y CALCIO EN RATAS A LAS QUE SE LES 
ADMINISTRÓ ALDOSTERONA
Las alteraciones estructurales y funcionales observadas descritas hasta el
momento en el grupo ALDO estuvieron acompañadas de cambios en la expresión
proteica cardíaca de los transportadores iónicos ROMK, Na+/K+ATPasa (subunidad α1),
NHE1, Cav1.2 (subunidad α1C) y NCX1 y en la auto-fosforilación y oxidación de la
proteína CaMKII. Estas proteínas están implicadas en el mantenimiento del equilibrio
iónico cardíaco. En el grupo ALDO+PRO80, el tratamiento con PRO80 previno los 
cambios inducidos por la aldosterona en la expresión proteica cardíaca de dichos
transportadores iónicos y la auto-fosforilación y oxidación de la CaMKII. A través de la
regulación de las proteínas estudiadas, PRO80 podría estar contribuyendo a
restablecer el equilibrio iónico alterado por la administración de aldosterona, lo que
ayudaría a prevenir los cambios estructurales y funcionales cardíacos inducidos por la
hormona.
3.1 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK
La administración de aldosterona produjo la sobreexpresión proteica del ROMK en






             
         
       
          
        
       
      
       
   
    
          
        
       
                
      
    
      
          
        
    
          
   
    




trabajo se muestra por primera vez que la aldosterona produce el aumento en la
expresión del ROMK en el corazón. Estudios previos han demostrado que en el riñón,
la aldosterona induce la expresión del ROMK (Beesley et al., 1998; Wald, 1999) y que el
SGK1 estimula su actividad (Lang et al., 2006; Welling y Ho, 2009; Yoo et al., 2003). Por 
tanto la sobreexpresión cardíaca del SGK1 observada en el grupo ALDO podría estar
aumentando por fosforilación la actividad del ROMK cardíaco. La sobreexpresión y 
estimulación del ROMK renal por la aldosterona aumenta la salida celular de potasio
dando lugar a una mayor excreción renal de potasio (Beesley et al., 1998; Yoo et al., 
2003). Aunque se ha demostrado que los niveles de expresión del ROMK cardíaco son
comparables a los de otros miembros de la familia Kir tradicionalmente estudiados en
el corazón, como el Kir2.1 (Han et al., 2010; Spector et al., 2008), actualmente no
existen estudios sobre la sobreexpresión o sobreactivación del ROMK cardíaco o Kir1.1.
Los canales Kir solo permiten la salida de potasio cuando las células están al final de la
fase de repolarización y durante la fase de reposo, por lo que su principal función es la
de contribuir a alcanzar y mantener el potencial de reposo (Anumonwo y Lopatin,
2010). Por tanto, al igual que los demás canales Kir cardíacos, se ha sugerido que el
ROMK estaría favoreciendo la repolarización cardíaca (Han et al., 2010; Spector et al., 
2008) de manera que cambios en su actividad o expresión podrían tener efectos
perjudiciales. Estudios previos han relacionado la sobreexpresión de los canales Kir con
alteraciones cardíacas, como las arritmias (Ehrlich, 2008) y el desarrollo de HC (Li et al., 
2004). Se ha demostrado en ratones transgénicos que la sobreexpresión del Kir2.1
cardíaco conduce al desarrollo de HC y al aumento de la corriente de salida de potasio
durante la repolarización en los cardiomiocitos de dichos ratones, acortándose la






        
        
       
      
          
        
           
       
            
            
      
          
           
  
 
     
     
       
            
      
     
         
            




aumento en la expresión de los canales Kir con el grado de disfunción ventricular,
habiéndose encontrado niveles de expresión génica y proteica elevados de distintos
canales Kir cardíacos en corazones de pacientes con cardiopatía dilatada y disfunción
ventricular (Ortega et al., 2015; Szuts et al., 2013). Así mismo, la sobreexpresión del
ROMK ha sido relacionada con el desarrollo de HTA (Hoagland et al., 2004; Sonalker et 
al., 2004), mientras que polimorfismos de pérdida de función o su inhibición
farmacológica protegen frente a la misma (Fang et al., 2010; Garcia y Kaczorowski, 
2014; Ji et al., 2008). Teniendo en cuenta los antecedentes citados, podríamos
proponer que la sobreexpresión del ROMK en el grupo ALDO y su posible
sobreactivación por el SGK1 favorecerían el desarrollo de HTA así como la salida de
potasio durante la fase de repolarización en las células cardíacas. En el corazón, esta
situación podría dar lugar a un desajuste en el equilibrio iónico que promovería las 
alteraciones en la función cardíaca y el desarrollo de la HC observadas en el grupo
ALDO.
En el presente estudio, las proantocianidinas disminuyeron significativamente la
expresión proteica cardíaca del ROMK en el grupo de ratas ALDO+PRO80 comparado
con el grupo ALDO. Diversos estudios llevados a cabo en modelos animales y celulares 
donde se sobreexpresaron o estimularon los canales Kir, han demostrado los efectos
beneficiosos de la disminución de los niveles de expresión y/o la actividad de los 
canales Kir cardíacos, resultando en la mejora de la función cardíaca y disminuyendo el
riesgo de arritmias (Hattori et al., 2012; Ortega et al., 2015; Szuts et al., 2013). La 
disminución de la expresión del ROMK en el grupo ALDO+PRO80 podría haber






            
        
   
 
    
  
 
           
           
         
        
            
      
     
          
              
     
    
     
      
           
      





repolarización. Por tanto, se podría sugerir que el tratamiento con PRO80 lo estaría
mejorando la función cardíaca y disminuyendo el grado de HC observada en el grupo
ALDO a través de la regulación del ROMK.
3.2 Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP, Na+/K+ 
ATPasa: subunidad α1
La expresión cardíaca de la subunidad α1 de la bomba Na+/K+ATPasa disminuyó en
el grupo de ratas ALDO en comparación con el grupo de ratas CONTROL. Estudios
previos realizados en modelos celulares y animales de HC así como en pacientes con
HC e IC han demostrado que en dichas patologías existe una disminución en la
expresión y en la actividad de la bomba Na+/K+ATPasa cardíaca que ha sido asociada al 
aumento de las ROS (Kjeldsen, 2003; Liu et al., 2006; Mihailidou et al., 2000; Xie et al., 
1999). En cardiomiocitos, se ha observado que una mayor producción de ROS está
relacionada con la oxidación de las subunidades α y β de la Na+/K+ATPasa dando como
resultado la inhibición de su actividad y su degradación (Liu et al., 2012). Por otro lado,
estudios previos llevados a cabo en ratones knock-out para uno de los alelos de la
subunidad α1 de la bomba Na+/K+ATPasa, demostraron que la menor expresión de
dicha subunidad afectó a la capacidad contráctil de los corazones y a la función 
cardíaca de los animales (Dostanic et al., 2004; James et al., 1999). Así mismo, un
estudio realizado en cardiomiocitos de perro con HC demostró que la disminución de
la actividad de la Na+/K+ATPasa cardíaca estuvo acompañada del aumento en la






    
    
     
     
           
      
           
      
     
        
     
       
           
        
         
         
     
  
       
        
      
      
         




Adicionalmente, estudios sobre el remodelado cardíaco post-infarto realizados en
ratas, indicaron que tanto la actividad de la Na+/K+ATPasa cardíaca como la salida de 
sodio y la entrada de potasio disminuyeron, alterando la contractilidad cardíaca 
(Stefanon et al., 2009). Por tanto, la disminución de la expresión de la Na+/K+ATPasa
cardíaca observada en el grupo ALDO, junto con el aumento en la expresión del γENaC 
observada en el mismo grupo, estarían participando en la alteración de la homeostasis 
iónica del sodio cardíaco. Se ha demostrado ampliamente que el desajuste en la
homeostasis del sodio en el corazón juega un papel fundamental en el desarrollo de
múltiples patologías cardíacas entre las que se incluyen la HC y la IC (Allen y Xiao, 2003;
Engelhardt et al., 2002; Ingwall, 1995; Schmidt y Kjeldsen, 1997). Por ejemplo, se ha
comprobado que la capacidad contráctil del miocardio es altamente sensible a los
cambios en las concentraciones de sodio dentro y fuera de la célula y que el aumento
en la captación de sodio promueve la disfunción diastólica y la transición de HC a IC
(Abete y Vassalle, 1988; Coppini et al., 2013; Hilgemann et al., 2006; Popov et al., 
2012). Por tanto, nuestros resultados sugieren un desequilibrio en el balance del sodio
cardíaco inducido por la aldosterona que contribuiría a la disfunción diastólica e HC
observadas en el grupo ALDO.
Por otro lado, en el grupo ALDO+PRO80 la expresión cardíaca de la subunidad α1 
de la Na+/K+ATPasa aumentó significativamente en comparación con el grupo ALDO. 
Debido a la posible relación entre la disminución de la expresión proteica de la
Na+/K+ATPasa y el estrés oxidativo citado anteriormente, cabría proponer que el
aumento observado en el grupo ALDO+PRO80 podría deberse al efecto inhibidor de






      
       
   
     
        
   
           
           
      
         
          
     
      
          
     
    
     
    
         
     







las proantocianidinas disminuirían la producción de ROS estimulada por la aldosterona
en las células cardíacas, protegiendo a la Na+/K+ATPasa de la oxidación y posterior
degradación. Un estudio previo ha demostrado que la capacidad antioxidante de las
proantocianidinas protege frente a la sobreproducción de ROS en modelos animales de
isquemia-reperfusión, evitando la oxidación y degradación de la Na+/K+ATPasa (Zhao et
al., 2010). Otros estudios realizados en modelos celulares y animales de HC han
demostrado que la disminución de las ROS mediante el uso de antioxidantes como la 
vitamina C o el extracto de té verde rico en catequinas protegen a la Na+/K+ATPasa
cardíaca frente a la oxidación y degradación mediada por las ROS (Priyadarshi et al., 
2003; Xie et al., 1999). Se ha demostrado que el restablecimiento de la actividad y/o
expresión de la Na+/K+ATPasa protege frente al incremento de la entrada sodio en
cardiomiocitos procedentes de animales con IC, mejorando la función cardíaca,
evitando la disfunción contráctil y reduciendo la aparición de arritmias (Bers y Despa,
2009; Doshi y Marx, 2009). Por tanto, el aumento en los niveles proteicos de la bomba
Na+/K+ATPasa indicaría que las proantocianidinas podrían restablecer, al menos en
parte, la salida de sodio y la entrada de potasio mediados por dicha bomba. Sumado a
la disminución en la expresión proteica cardíaca del γENaC y el ROMK observadas en el
grupo de ratas ALDO+PRO80, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con
PRO80 estaría contribuyendo a restaurar el equilibrio iónico del sodio y el potasio en
los corazones de las ratas ALDO+PRO80. Estos resultados estarían relacionados con la








       
        
      
     
     
       
         
        
      
          
    
       
       
          
          
          
           
     
          
         
     





3.3 Intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1, NHE1
La expresión proteica del NHE1 aumentó significativamente en los corazones de
las ratas del grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL. Estudios previos
realizados en cardiomiocitos de rata han demostrado que la aldosterona, a través de la
activación del RM, estimula la expresión del NHE1 resultando en la entrada masiva de 
sodio en las células y en su hipertrofia (Cingolani y Ennis, 2007; Karmazyn et al., 2003). 
Adicionalmente, se ha demostrado que la sobreexpresión del SGK1 cardíaco aumenta
la fosforilación del NHE1 cardíaco, lo que estimula su actividad en gran medida
incrementando la entrada de sodio a través del mismo (Voelkl et al., 2012; Voelkl et 
al., 2013). Por tanto en el grupo ALDO la sobreexpresión del SGK1 podría haber
estimulado un aumento de la actividad del NHE1 produciendo un probable aumento
de la entrada de sodio en el corazón. En modelos animales transgénicos se ha
demostrado que la sobreexpresión del NHE1 cardíaco lleva al desarrollo de HC, 
disfunción contráctil e IC, encontrándose además un aumento exacerbado en la 
entrada de sodio en los cardiomiocitos de dichos animales (Mraiche et al., 2011;
Nakamura et al., 2008; Xue et al., 2010). De igual manera, ensayos in vitro han
demostrado que el aumento en la expresión del NHE1 resulta en la captación masiva
de sodio y en la hipertrofia de los mismos (Jaballah et al., 2015; Mohamed et al., 
2015). La sobreexpresión del NHE1 observada en el grupo ALDO de nuestro estudio 
acompañada de la sobreexpresión del γENaC y de la disminución de la expresión de la
Na+/K+ATPasa sugiere la sobrecarga de sodio en los corazones de dichos animales. Esta
sobrecarga de sodio estaría promoviendo el desarrollo de la HC y las alteraciones






         
        
      
        
     
              
         
      
           
        
          
  
     
         
   
        








En el grupo ALDO+PRO80, la expresión proteica del NHE1 cardíaco disminuyó
significativamente en comparación con el grupo ALDO. Se ha demostrado que el uso
de antagonistas del RM inhiben la expresión del NHE1 cardíaco reduciendo en
consecuencia la sobrecarga de sodio en los cardiomiocitos y el desarrollo de HC 
asociado (Cingolani y Ennis, 2007; Karmazyn et al., 2003). Adicionalmente, se ha
observado que la inhibición del NHE1 in vitro e in vivo en modelos de HC e IC reduce la
captación de sodio en los cardiomiocitos, previene el desarrollo de HC y celular y
mejora la función cardíaca (Baartscheer et al., 2005; Chahine et al., 2005; Morris, 2002;
Wu y Qi, 2012). A su vez, dados los efectos estimulantes del SGK1 sobre el NHE1, se ha
sugerido que los inhibidores de esta quinasa también podrían ser útiles en el control
de la sobrecarga de sodio inducida por el NHE1 y sus consecuencias patológicas (Lang y
Voelkl, 2013). Como hemos propuestos anteriormente, las proantocianidinas podrían
estar reduciendo la expresión del NHE1 a través del bloqueo del RM. Por tanto,
nuestros resultados sugieren que las proantocianidinas prevendrían la entrada de
sodio a través del NHE1 inducida por la aldosterona, contribuyendo a restablecer la
homeostasis del sodio. Este efecto estaría directamente relacionado con la mejora






     
 
 
      
          
            
     
    
        
     
           
        
    
  
       
       
       
       
         
      






3.4 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Cav1.2:
subunidad α1C
En nuestro estudio, la expresión proteica de la subunidad α1C del Cav1.2 cardíaco
aumentó significativamente en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL. Estudios
previos han demostrado que la aldosterona aumenta la expresión del Cav1.2 y la
corriente de entrada de calcio en los cardiomiocitos a través del mismo produciendo
remodelado cardíaco, HC y disfunción diastólica (Benitah y Vassort, 1999; Martin-
Fernandez et al., 2009). Así mismo, varios estudios han demostrado que la
sobreactivación del Cav1.2 debido a mutaciones de ganancia de función, resultan en el
aumento en los niveles de calcio intracelulares durante la sístole y la diástole, lo que
incrementa la contractilidad cardíaca, produce arritmias e induce el remodelado
cardíaco (Dixon et al., 2012; Shaw y Colecraft, 2013; Splawski et al., 2005). 
Adicionalmente, se ha observado que el aumento de la corriente de entrada de calcio 
por medio del Cav1.2 aumenta la cantidad de calcio liberado desde el retículo
endoplasmático durante la contracción, lo que altera el acoplamiento EC aumentando
la contractilidad cardíaca y el tiempo necesario para que se dé la relajación (Bers et al., 
2003). Por tanto, la sobreexpresión de la subunidad α1C del Cav1.2 observada en el
grupo ALDO podría haber aumentado la entrada de calcio afectando a la contractilidad
y distensibilidad de los corazones de las ratas del grupo ALDO contribuyendo a su vez






        
          
         
        
         
     
          
    
       
  
     
        
         
       
           
         
         









Por el contrario, la expresión proteica cardíaca de la subunidad α1C del Cav1.2
disminuyó significativamente en el grupo ALDO+PRO80 en comparación con el grupo
ALDO. Dicha disminución podría deberse al propuesto papel antagonista del RM de las
proantociandidinas. Estudios previos han demostrado que los antagonistas del RM
disminuyen la expresión del canal Cav1.2 cardíaco aumentada por la administración de
aldosterona, restableciéndose el flujo normal de entrada de calcio a través de dicho
canal (Benitah y Vassort, 1999; Wagner et al., 2008). A su vez, se ha demostrado que el 
bloqueo del Cav1.2 tiene efectos beneficiosos en modelos animales de HTA,
disminuyendo el remodelado cardíaco, la HC y la disfunción diastólica previniendo la
sobrecarga intracelular de calcio en los cardiomiocitos de dichos animales (Nagasawa
et al., 2015). Así mismo, en modelos animales de isquemia reperfusión, se ha
observado que el bloqueo del Cav1.2 mejora la función cardíaca del corazón y reduce el 
daño cardíaco asociado al aumento en la entrada celular de calcio (Viola et al., 2014). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, podría plantearse que las proantocianidinas
habrían prevenido en el grupo ALDO+PRO80 la alteración en el acoplamiento EC y el
acoplamiento ET a través de la disminución de la expresión de la subunidad α1C del
Cav1.2 cardíaco. Este efecto estaría relacionado con la menor HC y disfunción diastólica 








      
        
           
               
        
      
   
 
       
           
           
           
    
      
        
        
     
        
          
       
       





3.5 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1
La aldosterona aumentó significativamente la expresión del NCX1 en el grupo ALDO 
en comparación con el grupo CONTROL. Diversas investigaciones han demostrado que
en la HC y la IC, el NCX1 está sobreexpresado (He et al., 2015; Menick et al., 2007). 
Dado que el NCX1 es una proteína crucial en la regulación de la entrada de calcio en el 
cardiomiocito (Menick et al., 2007), su sobreexpresión afecta a las corrientes de calcio, 
lo que contribuye al desarrollo de disfunción diastólica y al riesgo incrementado de 
arritmias (Menick et al., 2007).
En el grupo ALDO, el aumento de los niveles de γENaC, NHE1 y la disminución de
los de la Na+/K+ATPasa apuntan a una mayor entrada de sodio y una menor salida del
mismo, lo que podría haber activado el modo reverso del NCX1. Cuando el
cardiomiocito es estimulado, debido al gran aumento en la entrada de sodio durante la
despolarización de la membrana, las concentraciones de sodio dentro y fuera de la
célula cambian drásticamente haciendo que el NCX1 actúe en modo reverso y, 
expulsando el exceso de sodio e introduciendo calcio a cambio (Despa y Bers, 2013;
Giladi et al., 2016). La relación entre el aumento en la entrada de sodio y el cambio a
modo reverso del NCX1 ha sido demostrada en numerosos estudios donde, incluso un
modesto aumento de menos de 10mM en la [Na+]i de reposo, es suficiente para que el
NCX1 actúe en el modo reverso (Bers et al., 2003; Despa y Bers, 2013; Giladi et al., 
2016). Por ejemplo, en un estudio realizado en cardiomiocitos de ratón, la
estimulación de los canales de sodio dependientes de voltaje aumentó la corriente de






       
     
   
    
       
      
        
 
 
     
       
     
    
 
          
        
      
     
   
        
 
     
            




entrada de calcio (Yan et al., 2015). Además, debido a que el modo normal de acción
del NCX1 supone el principal sistema implicado en expulsar fuera de la célula el exceso
de calcio intracelular tras cada contracción (Despa y Bers, 2013), la inducción de su
modo reverso de manera permanente tiene como consecuencia una eliminación más
lenta del exceso de calcio (Bers et al., 2003). Una tasa de expulsión de calcio más lenta 
puede alterar el acoplamiento EC, lo que ha sido relacionado con el desarrollo de
disfunción diastólica y el riesgo aumentado de arritmias (Asp et al., 2013; Bers et al., 
2003). 
Los resultados obtenidos en el presente estudio, parecen indicar la activación del 
modo reverso del NCX1 en el grupo ALDO. Este efecto de la aldosterona contribuiría a 
compensar la disminución en la expresión de la subunidad α1 de la Na+/K+ATPasa
ayudando a expulsar el exceso de sodio intracelular. 
En nuestro estudio, la sobreexpresión de la subunidad α1C del Cav1.2 y del NCX1,
posiblemente actuando en modo reverso, estarían contribuyendo al aumento de los
niveles cardíacos de calcio en el grupo ALDO. En consecuencia, la homeostasis del
calcio estaría alterada, afectando al acoplamiento EC y promoviendo el acoplamiento
ET, lo que contribuiría a los cambios en la estructura y la función cardíacas observadas
en el grupo de ratas ALDO respecto al grupo CONTROL.
El tratamiento con proantocianidinas disminuyó significativamente la expresión del
NCX1 cardíaco del grupo ALDO+PRO80 en comparación con el grupo ALDO. Este efecto






          
    
         
     
     
      
           
    
         
      
      
         
          
    
 
        
         




Na+/K+ATPasa cardíaca observado en el grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO.
De esta manera, las células cardíacas no necesitarían compensar una posible pérdida
de función de la Na+/K+ATPasa con la sobreexpresión del NCX1 y su posible cambio al
modo reverso. Como consecuencia, la entrada de calcio asociada al modo reverso del
NCX1 habría sido menor. Numerosos estudios llevados a cabo en modelos animales de
daño cardíaco por isquemia-reperfusión, HC e IC han demostrado que una menor
actividad del modo reverso del NCX1 está asociada a una mejora en la función
diastólica a través de la prevención en la sobrecarga intracelular de calcio (Hobai et al., 
2004; Lee et al., 2005; Satoh et al., 2000; Seki et al., 2002; Wei et al., 2007). La
disminución de la expresión del NCX1 cardíaco junto con la del Cav1.2 observadas en el 
grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, contribuirían a restablecer la
homeostasis del calcio. Estos resultados estarían relacionados con la mejora en la
función diastólica y el menor grado de HC observados en el grupo ALDO+PRO80
comparado con el grupo ALDO.
La figura 49 muestra los efectos del tratamiento con PRO80 sobre los cambios
producidos por la aldosterona sobre la expresión de los transportadores iónicos








         
           
        
       
         
           
         
            
          
        
      
       
   
 
 
       
       




Figura 49. Efectos de la aldosterona (izquierda) e inhibidores de PRO80 sobre la expresión proteica
cardíaca de los transportadores iónicos estudiados. A través del posible bloqueo del RM, PRO80
previene la expresión proteica cardíaca inducida por la aldosterona de transportadores de calcio (α1C
Cav1.2 y NCX1), potasio (ROMK) y sodio (γENaC y NHE1). Además, disminuye la expresión cardíaca de
proteínas que aumentan el nivel de ROS (iNOS y p22phox NADPHox), lo que protege a la bomba sodio-
potasio de la degradación e impide a su vez que el NCX1 actúe en modo reverso. ALDO, aldosterona;
PRO80, extracto con un 80% de proantocianidinas; RM, receptor de mineralocorticoides; α1C Cav1.2,
subunidad α1C del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX rev, modo de acción reverso del 
intercambiador de sodio-calcio tipo 1; NCX norm, modo de acción normal del intercambiador de sodio-
calcio tipo 1; iNOS, óxido nítrico sintasa inducible; p22phox NADPHox, subunidad p22phox de la





ATPasa, subunidad α1C de la sodio-potasio ATPasa; ROMK, canal de potasio medular exterior
renal; γENaC, subunidad γ del canal epitelial de sodio; NHE1, intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1.
En la figura 50 se representan los efectos del tratamiento con PRO80 sobre los
cambios producidos por la aldosterona en los transportadores iónicos del potasio,







       
          
           
           
          
           
          
     
       
      
          
          









Figura 50. Posibles cambios inducidos por la aldosterona (izquierda) e inhibidores de PRO80 (derecha)
sobre los flujos del potasio, sodio y calcio mediados por los transportadores iónicos cardíacos
estudiados. La aldosterona podría estar aumentando los flujos de entrada de sodio y calcio y de salida
de potasio en el corazón a través del aumento en la expresión proteica cardíaca de los transportadores





ATPasa). PRO80, a través de sus efectos inhibidores de las acciones de la
aldosterona sobre dichos transportadores, prevendría los cambios en los flujos del sodio, potasio y
calcio inducidos por esta hormona, contribuyendo a restablecer el equilibrio iónico cardíaco. ALDO,
aldosterona; PRO80, extracto con un 80% de proantocianidinas; ROMK, canal de potasio medular 
exterior renal; ENaC, canal epitelial de sodio; NHE1, intercambiador de sodio-hidrógeno tipo 1; Cav1.2, 
canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX rev, modo de acción reverso del intercambiador de












   
   
  
 
      
      
    
   
      
         
           
         
         
    
     
     
   
      
   
        
          




3.6 Contenido de calcio cardíaco y auto-fosforilación y 
oxidación de la quinasa dependiente de calcio-calmodulina 
tipo 2, CaMKII
El contenido de calcio cardíaco aumentó significativamente en el grupo ALDO 
comparado con el grupo CONTROL, lo que estaría relacionado con la HC y las 
alteraciones funcionales cardíacas inducidas por la aldosterona. El aumento en el
contenido de calcio cardíaco podría haber sido consecuencia de la sobreexpresión
proteica cardíaca de la subunidad α1C del Cav1.2 y del NCX1 observadas en el grupo
ALDO respecto al grupo CONTROL. Estudios previos han demostrado que la HC cursa
con un aumento del contenido de calcio cardíaco que tiene como consecuencia la
sobreactivación de proteínas sensibles al calcio implicadas en el acoplamiento EC y ET
que agravan aún más la hipertrofia y promueven la transición hacia la IC (Anderson et
al., 2011; Cipolletta et al., 2015; Couchonnal y Anderson, 2008). Entre dichas proteínas
sensibles al calcio destaca la CaMKII, cuya sobreactivación ha sido estrechamente
relacionada con el desarrollo de la HC y las alteraciones cardíacas asociadas (Anderson
et al., 2011; Maier, 2005). Uno de los mecanismos más frecuentes a través de los
cuales aumenta la actividad de la CaMKII es mediante la auto-fosforilación
dependiente de calcio de la treonina 286 (pCaMKII) (Anderson et al., 2011; Erickson, 
2014). En nuestro estudio, el aumento del contenido de calcio cardíaco estuvo
acompañado del incremento de los niveles de auto-fosforilación de la CaMKII así como






         
     
 
    
      
        
          
        
           
           
            
        
     
           
         
           
         
    
 
     
       
  
       




resultados sugieren que el aumento de la cantidad de calcio cardíaco inducido por la
aldosterona pudo sobreactivar a la CaMKII por auto-fosforilación.
Otro de los mecanismos mediante el cual la CaMKII es sobreactivada es a través de
la oxidación de los dominios reguladores (Erickson et al., 2008; Luczak y Anderson,
2014). En nuestro estudio, el grado de oxidación en las metioninas 280 y 281 del
dominio regulador (oxCaMKII) y la relación oxCaMKII/CaMKII aumentaron en el grupo
ALDO en comparación con el grupo CONTROL. Estudios previos realizados en ratones
modelo de IAM han demostrado que la aldosterona induce la sobreactivación de la
CaMKII cardíaca por oxidación de las metioninas 281 y 282 debido a la sobreexpresión
de la NADPHox y el consecuente aumento en la producción de ROS (He et al., 2011). 
Otros estudios han señalado que la auto-fosforilación de la treonina 286 y la oxidación
de las metioninas 281 y 282 son procesos estrechamente relacionados, ya que se ha 
observado un aumento en la auto-fosforilación cuando hay un exceso de ROS
intracelular (Erickson et al., 2008). Por tanto, el posible aumento en la producción de 
ROS sugerido por la sobreexpresión de la subunidad p22phox de la NADPHox y la iNOS
observadas en el grupo ALDO, explicaría el incremento en la oxidación de la CaMKII
observado en dicho grupo. 
La posible sobreactivación de la CaMKII cardíaca inducida por la administración de
aldosterona podría haber contribuido al desajuste iónico sugerido por los cambios en
la expresión proteica cardíaca de los transportadores iónicos valorados y a la HC y la
disfunción diastólica observadas en el grupo ALDO. Se ha demostrado que la






     
     
   
     
     
         
     
     
           
      
      
        
       
 
     
      
       
       
   
            
     
    
    




Nav1.5, del canal de calcio Cav1.2 y de los receptores de rianodina, lo que altera el
acoplamiento EC y promueve la disfunción diastólica, las arritmias y la IC (Anderson et
al., 2011; Bers, 2011; Bers y Morotti, 2014; Maier, 2005). Así mismo, la sobreactivación 
de la CaMKII ha demostrado inducir el acoplamiento ET activando factores de
transcripción implicados en el remodelado cardíaco y el desarrollo de HC (Bers, 2011). 
Por ejemplo, se ha observado que la CaMKII aumenta la actividad de factores de
transcripción pro-hipertróficos como el factor estimulante de miocitos tipo 2 (MEF2) y
el factor nuclear de células T activadas (NFAT), que activan genes como la creatina
quinasa, α-actina, troponina T y C, algunas MMPs o el NCX1, entre muchos otros
(Akazawa y Komuro, 2003). En concreto, se ha demostrado que la oxidación de la
CaMKII estimulada por la aldosterona en ratones induce el acoplamiento ET mediante
la activación del factor de transcripción MEF2 y el aumento de la expresión génica de
MMPs, lo que promueve la fibrosis y el remodelado cardíaco (He et al., 2011). 
Así mismo, nuestros resultados muestran por primera vez que las 
proantocianidinas tienen la capacidad de reducir la auto-fosforilación de la CaMKII
cardíaca inducida por la aldosterona. En el grupo ALDO+PRO80, el tratamiento con
proantocianidinas logró reducir significativamente los niveles cardíacos de pCaMKII y
pCaMKII/CaMKII. La menor cantidad de calcio intracelular cardíaco observada en el
grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, podría haber reducido el número de
calcio-calmodulinas activadas y unidas a las CaMKII, lo que explicaría la disminución en
la auto-fosforilación observada en el grupo ALDO+PRO80. Por el contrario, los niveles 
de oxCaMKII y oxCaMKII/CaMKII, aunque mostraron una tendencia a la baja, no






      
        
       
          
    
    
               
         
       
         
      
         
          
        
         
   
             
      
           






conjunto, la disminución en la auto-fosforilación y la tendencia a la baja en la oxidación
de la CaMKII observadas en el grupo ALDO+PRO80 comparado con el grupo ALDO
sugieren que las proantocianidinas podrían prevenir, al menos en parte, la
sobreactivación de la CaMKII. Este efecto estaría contribuyendo a la mejora en las
alteraciones estructurales y funcionales observadas en las ratas del grupo
ALDO+PRO80. Numerosos estudios han demostrado que la inhibición de la expresión
y/o la actividad de la CaMKII cardíaca protege frente al desarrollo de la HC y de la IC
(Anderson et al., 2011; Banyasz et al., 2011; Cipolletta et al., 2015; Zhang et al., 2005). 
Ciertos polifenoles han mostrado la capacidad de reducir la sobreactivación de la
CaMKII por auto-fosforilación y oxidación, reduciendo el grado de HC y las alteraciones
cardíacas asociadas. Un estudio reciente llevado a cabo en ratas con HC inducida por
constricción de la aorta abdominal, ha demostrado que el uso de baicaleína, un
polifenol de la familia de los flavonoides, redujo los niveles de pCaMKII, lo que mejoró
el grado de fibrosis miocárdica (Zhao et al., 2016). Otro estudio realizado en el mismo
modelo animal de HC que el anterior, demostró que el uso de resveratrol, un polifenol 
de la familia de los estilbenos, previno la sobreactivación de la CaMKII por auto­
fosforilación, lo que fue asociado con una menor fibrosis cardíaca, la disminución del
grado de hipertrofia y la mejora en la función cardíaca (Dong et al., 2014). Así mismo, 
en ratones a los que se les administró AII, el uso de kaempferol, un tipo de flavonoide,
redujo el grado de oxidación de la CaMKII cardíaca y previno la disfunción auricular (An






         
          
      
 
 
      
         
         
           
         
         
           
         
       
     
         
       





En las siguientes figuras se muestran dos esquemas que representan la
sobreactivación de la CaMKII por la aldosterona (figura 51) y como PRO80 podría estar
inhibiendo los efectos de la aldosterona (figura 52).
Figura 51. Sobreactivación de la CaMKII por la aldosterona mediante auto-fosforilación y oxidación. La
administración de aldosterona aumenta la expresión proteica cardíaca de transportadores de calcio
(Cav1.2 y NCX1), lo que contribuye a incrementar los niveles de calcio cardíaco. Como consecuencia
habría un mayor número de calcio-calmodulinas activadas y unidas a los dominios reguladores de la
CaMKII, lo que resultaría en la auto-fosforilación y sobreactivación de la CaMKII. Así mismo, la 
aldosterona aumentaría el nivel de ROS cardíaco a través del incremento de la expresión de la iNOS y de
p22phox, lo que induciría la oxidación de los dominios reguladores de la CaMKII y su sobreactivación. La
mayor auto-fosforilación y oxidación de CaMKII promovería los efectos fisiopatológicos asociados a su
sobreactivación. CaMKII: quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2; dominios de la CaMKII: rojo,
dominio catalítico; verde, dominio regulador; gris, dominio de asociación. ALDO, aldosterona; α1C
Cav1.2, subunidad α1C del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX1 rev, modo de acción
reverso del intercambiador de sodio-calcio tipo 1; iNOS, óxido nítrico sintasa inducible; p22phox
NADPHox, subunidad p22phox de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa; ROS, especies








          
      
           
           
       
        
      
          
        
        
        
          







Figura 52. Posibles efectos inhibidores de PRO80 sobre la auto-fosforilación y oxidación de la CaMKII
mediadas por la aldosterona. PRO80 bloquearía los efectos de la aldosterona disminuyendo los niveles
de expresión de transportadores de calcio (Cav1.2 y NCX1). Como consecuencia los niveles de calcio
cardíaco se reducirían y el número de calcio-calmodulinas activadas se normalizaría, lo que estaría
relacionado con una menor auto-fosforilación de la CaMKII. Así mismo, PRO80 bloquearía las acciones
de la aldosterona disminuyendo la expresión de proteínas pro-oxidantes (iNOS y p22phox) lo que
reduciría la producción de ROS y en consecuencia la oxidación de la CaMKII. Una menor auto­
fosforilación y oxidación de CaMKII promovería los efectos fisiológicos de la misma. CaMKII: quinasa
dependiente de calcio-calmodulina tipo 2; dominios de la CaMKII: rojo, dominio catalítico; verde,
dominio regulador; gris, dominio de asociación. ALDO, aldosterona; PRO80, extracto con un 80% de
proantocianidinas; α1C Cav1.2, subunidad α1C del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX1 
norm, modo de acción normal del intercambiador de sodio-calcio tipo 1; iNOS, óxido nítrico sintasa
inducible; p22phox NADPHox, subunidad p22phox de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
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Aldosterone plays a central role in the development of cardiac pathological states involving ion transport imbalances, especially sodium transport.We have previously
demonstratedacardioprotectiveeffect ofproanthocyanidins inaldosterone-treated rats.Ourobjectivewas to investigate for the first time theeffectof proanthocyanidinson
serumandglucocorticoid-regulatedkinase1 (SGK1), epithelialNa+channel (γ-ENaC), neuronalprecursor cells expresseddevelopmentallydown-regulated4-2 (Nedd4-2)
and phosphoNedd4-2 protein expression in the hearts of aldosterone-treated rats.MaleWistar rats received aldosterone (1 mg kg−1 day−1)+1%NaCl for 3 weeks. Half of
the animals in each group were simultaneously treated with the proanthocyanidins-rich extract (80% w/w) (PRO80, 5 mg kg−1 day−1). Hypertension and diastolic
dysfunction inducedbyaldosteronewereabolishedby treatmentwithPRO80. Expressionof fibrotic, inflammatory andoxidativemediatorswere increasedbyaldosterone–
salt administrationandbluntedbyPRO80.Antioxidant capacitywas improvedbyPRO80. Theup-regulatedaldosteronemediator SGK1, ENaCandp-Nedd4-2/totalNedd4-2
ratio were blocked by PRO80. PRO80 blunted aldosterone–mineralocorticoid-mediated up-regulation of ENaC provides newmechanistic insight of the beneficial effect of
proanthocyanidins preventing the cardiac alterations induced by aldosterone excess.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Proanthocyanidins; Aldosterone; Mineralocorticoid receptor; Cardiac hypertrophy; SGK1; ENaC; Nedd4-21. Background
Cardiac ion transport, especially sodiumtransport, plays an important
role in many cardiac pathological states, including cardiac hypertrophy
and heart failure [1–4]. For instance, it has been proven that contractile
cardiac function is very sensitive to changes in the transmembrane
sodium gradient [5,6].
It is well known that aldosterone plays a central role in the
developmentof theaforementionedcardiacpathological states involving
ion transport imbalances [7,8]. Aldosterone induces serum and
glucocorticoid-regulated kinase (SGK1) expression in the renal tubular
epithelial cells [9]. Previously, we demonstrated that SGK1mRNA is also
overexpressed in theheart of aldosterone-treated rats [10]. SGK1 triggers
a cascade that leads to the absorption of sodium through the epithelial
Na+ channel (ENaC). ENaC is a heteromultimeric membrane protein
composedof threehomologous subunits (α,β, andγ) [11]. Todate, SGK1
regulation of ENaC has been demonstrated in cortical collecting duct
cells, A6 cells, respiratory epithelial cells and neurons [12,13]. Coexpres-⁎ Corresponding author: Departamento de Fisiología, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid 28040, Spain. Tel.: +34-91-394-1490;
fax: +34-91-394-1628.
E-mail address: bmartinfernandez@med.ucm.es (B. Martín-Fernández).
http://dx.doi.org/10.1016/j.jnutbio.2016.07.012
0955-2863/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.sion of both SGK1 and ENaC proteins has been found in epithelial cells of
the inner ear and in human adrenocortical cells; however, its expression
and function in nonepithelial cells are poorly described [14].
SGK1 regulates sodium absorption indirectly by phosphorylating the
ubiquitin ligase neuronal precursor cells expressed developmentally
down-regulated 4-2 (Nedd4-2) [15,16]. Nedd4-2 ubiquitinates ENaC,
thus preparing the channel protein for clearance from the cellmembrane
and subsequent degradation. SGK1 phosphorylation of Nedd4-2 fosters
an interaction with the chaperone protein 14-3-3, precluding Nedd4-2-
dependent target ubiquitination and as consequence, Nedd4-2 is cleared
from the cell membrane and degraded [14,16].
Proanthocyanidins are a large familyof phenolic bioactive compounds
which have shown several beneﬁcial effects in cardiovascular diseases
[17–19]. We have previously demonstrated a cardioprotective effect of
proanthocyanidins in aldosterone-treated rats [20]. Proanthocyanidin
treatment improved cardiac function and decreased oxidative stress,
inﬂammation and ﬁbrosis in a cardiac disease model induced by
aldosterone. Also, proanthocyanidins were able to decrease
aldosterone-induced mineralocorticoid receptor (MR)-mediated trans-
activation in cells transiently transfected with the MR. The results led us
to hypothesize that proanthocyanidins had a role as an MR antagonist in
this cardiac disease model.
Following this line of investigation, in the present study, we aimed
to explore in greater depth the mechanisms involved in the
